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SEQUENCE DU GENOME DE PHOTORHABDUS LUMNESCENS SOUCHE TT01 
ET UTILISATIONS 

L'invention a pour objet la sequence genomique et des sequences nucleotidiques 
5 codant pour des polypeptides de Photorhabdus luminescens, tels que des polypeptides 
impliques dans des operons de biosyntMse d'antibiotiques, ou de toxines, ou des 
polypeptides a activite de type toxine ou antibiotique pouvant etre utilises comme 
pesticide, bactericide ou fongicide ainsi que des vecteurs incluant lesdites sequences et 
des cellules ou animaux transformes par ces vecteurs. 

10 Photorhabdus luminescens est une bact&ie entomopathogene, commensale 

intestinal d'un nematode et parasite d'insecte. Cette bacterie est a la fois un modele pour 
1'etude des interactions h6te-parasite et une bact6rie dont les applications industrielles 
sont nombreuses en raison de sa capacity a synthetiser de nombreuses toxines 
(insecticides, bactericides et fongicides) et a s6creter de nombreuses enzymes. 

15 Afin d'apprehender de maniere globale les determinants genetiques impliques 

dans ces processus, le sequenfage du genome Photorhabdus luminescens a ete realise. 

Le choix de la souche TT01 Photorhabdus luminescens, sous-espece laumondii 
dont le s6quen£age du genome a ete realise dans la presente invention, est tres important 
car cette souche pr6sente plusieurs avantages : 

20 - son genome est stable ; 

- elle peut etre cultivee sur boite de Petri ; 

- elle est centrale dans Parbre phylogenetique, done representative de l'espece ; 

- son nematode assocte est connu et cultive {Heterorhabditis bacteriophora 
25 HP88, Trinidad). 

La presente invention concerae ainsi les sequences nucleotidiques et 
polypeptidiques de Photorhabdus luminescens souche TT01 . 

Ainsi, e'est un objet de la presente invention que de divulguer la sequence du 
genome de Photorhabdus luminescens, souche TT01 contenue dans la banque 
30 genomique preparee a partir du genome de cette souche et deposee a la CNCM le 12 
mai 2000 sous le numero 1-2478 ainsi que de tous les genes et sequences r6gulatrices 
non codantes contenus dans ledit genome. 

La souche Photorhabdus luminescens TT01 est egalement identifiee dans la 
pr6sente demande par Photorhabdus luminescens, de maniere interchangeable. 
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L'invention concerne 6galement de nouveaux outils pour le typage des souches 
de Photorhabdus. Ces outils pourraient etre du type "puce" k ADN ou d'un autre type. 
Les caract&istiques nouvelles de ces outils de typage seront les suivantes : 

* rapidite et simplicite dHitilisation ; 

5 * haut pouvoir de discrimination entre les souches ; et 

* possibility de fournir des informations sur le contenu genomique de la souche 
analysee. 

La presente invention concerne done une sequence nucleotidique isotee issue du 
genome de Photorhabdus luminescens, caracterisee en ce qu'elle comprend une 
10 sequence choisie panni les sequences SEQ ID N° 1 k SEQ ID N° 41 et les sequences 
SEQ ID N° 5826 k SEQ ID N° 5834. 

Les sequences SEQ ID N° 1 k SEQ ID N° 41 repr6sentent les sequences de 41 
contigs dont l'ensemble recouvre la sequence g6nomique de Photorhabdus luminescens 
TTOL 

15 Ces s6quences SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 41 ont pu etre reassemblees et 

reliss6es en 9 nouvaux contigs dont l'ensemble recouvre egalement la sequence 
genomique de Photorhabdus luminescens TTOl. Les sequences SEQ ID N° 5826 k SEQ 
ID N° 5834 represented les sequences de ces 9 contigs 

Les s6quences nucleotidiques SEQ ID N° U SEQ ID N° 41 et SEQ ID N° 5826 

20 a SEQ ID N° 5834 ont 6t6 obtenues par s6quen9age du g6nome de Photorhabdus 
luminescens TTOl par la technique dite de shot-gun (cf. Exemples). Malgr6 la grande 
pr6cision de ces sequences SEQ ID N° 1 k SEQ ID N° 41 ou SEQ ID N° 5826 k SEQ 
ID N° 5834, il est possible que celles-ci ne representent pas de mani&re parfaite ^100 % 
aprds assemblage la sequence nucleotidique du genome de Photorhabdus luminescens 

25 TTOl et que quelques rares erreurs de s6quen9age ou indeterminations subsistent dans 
ces sequences. Dans la presente invention, la presence d'une ind6termination d'un acide 
amine est d6sign6e par « Xaa » et celle d'un nucleotide est d6sign6e par « N » ou « n » 
dans la liste des sequences ci-apres. Ces quelques rares erreurs ou ind6terminations 
pourraient facilement etre mises en 6vidence et corrig6es par Thomme de Tart a partir 

30 du chromosome entier et/ou de ses fragments representatife selon l'invention et des 
m6thodes standards d' amplification, de clonage et de s6quenfage, les sequences 
obtenues pouvant fecilement 6tre comparees, en particulier au moyen d'un logiciel 
infonnatique et en utilisant des supports d'enregistrement des sequences selon 
l'invention lisibles par xm ordinateur tels que d6crits par exemple ci-aprfes. Apres 
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correction de ces eventuelles rares erreurs ou ^determinations, la sequence 
nucleotidique corrigee obtenue comporterait encore au moins 97 %, de preference au 
moins 98 %, 98,5 %, 99 % ou 99,9 % d'identite avec la sequence genomique obtenue 
aprfes assemblage de ces sequences nucleotidiques SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 41 ou 
5 SEQ ID N° 5826 a SEQ ID N° 5834. 

La presente invention concerne egalement une sequence nucleotidique isol6e 
issue du genome Photorhabdus luminescens, caracterisee en ce qu'elle est choisie 
panni : 

a) une sequence nucleotidique comportant au moins 75 % } 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 
10 98 % ou 99 % d'identite avec une sequence choisie parmi les sequences SEQ ID 

N° 1 k SEQ ID N° 41 ou SEQ ID N° 5826 a SEQ ID N° 5834 ; 

b) une sequence nucleotidique comprenant un fragment representatif d'une sequence 
choisie parmi les sequences SEQ ID N° 1 k SEQ ID N° 41 ou SEQ ID N° 5826 a 
SEQ ID N° 5834 ; 

15 c) une sequence nucleotidique compl&nentaire d'une sequence nucleotidique telle que 
definie en a) oub) ; 

d) une s6quence nucleotidique de TARN correspondant k Tune des sequences telles que 
definies en a), b) ou c) ; 

e) une sequence nucleotidique telle que definie en a), b), c) ou d) modifiee ; 

20 f) une s6quence nucleotidique hybridant dans des conditions de forte stringence avec 
une sequence choisie parmi SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 41 ou SEQ ID N° 5826 a 
SEQ ID N° 5834, et comportant au moins 20 nucleotides, de preference au moins 
25, 30, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 500, 750, 1000, 1500, 2000 ou2500 nucleotides. 
De fa$on plus particuliere, la presente invention a egalement pour objet une 
25 s6quence nucldotidique comprise dans une des sequences SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 41 
ou une des sequences SEQ ID N° 5826 k SEQ ID N° 5834, et en ce qu'elle code pour 
un polypeptide choisi parmi les polypeptides de sequence SEQ ID N° 42 k SEQ ID N° 
3855 ou parmi les polypeptides codes par une sequence SEQ ID N° 5835 k SEQ ID N° 
10784 . 

30 De preference les polypeptides codes par une des sequence SEQ ID N° 5835 a 

SEQ ID N° 10784, sont les polypeptides dont la sequence d'au moins 5 acides amines 
est obtenue en prenant comme cadre de lecture le premier nucleotide des sequences 
SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N° 10784. 
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De maniere tres pr&eree, l'invention a 6galement pour objet une sequence 
nucteotidique, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide dont la fonction 
annot6e au tableau I ci-apres, derniere colonne ou au tableau H ci-apres, avant-derniere 
colonne, correspond a une activite de type toxine et/ou antibiotique, ou a un operon 
5 impliqu6 dans la synthese de toxine et/ou d'antibiotique, polypeptide choisi de 
preference parmi : 

a) les polypeptides de sequences SEQ ID N° 61, SEQ ID N° 62, SEQ ID N° 67, SEQ 
ID N° 171, SEQ ID N° 221, SEQ ID N° 268, SEQ ID N° 288, SEQ ID N° 380, SEQ ID 
N° 426, SEQ ID N° 438, SEQ ID N° 448, SEQ ID N° 453, SEQ ID N° 455, SEQ ID N° 

1 0 456, SEQ ID N° 458, SEQ ID N° 501, SEQ ID N° 516, SEQ ID N° 530, SEQ ID N° 
542, SEQ ID N° 551, SEQ ID N° 720, SEQ ID N° 761, SEQ ID N° 762, SEQ ID N° 
814, SEQ ID N° 859, SEQ ID N° 860, SEQ ID N 6 861, SEQ ID N° 862, SEQ ID N° 
869, SEQ ID N° 1079, SEQ ID N° 1168, SEQ ID N° 1174, SEQ ID N° 1176, SEQ ID 
N° 1413, SEQ ID N° 1414, SEQ ID N° 1415, SEQ ID N° 1416, SEQ ID N° 1417, SEQ 

15 ID N° 1457, SEQ ID N° 1651, SEQ ID N° 1856, SEQ ID N° 1869, SEQ ID N° 2021, 
SEQ ID N° 2080, SEQ ID N° 2152, SEQ ID N° 2162, SEQ ID N° 2173, SEQ ID N° 
2251, SEQ ID N° 2295, SEQ ID N° 2306, SEQ ID N° 2317, SEQ ID N° 2328, SEQ ID 
N° 2340, SEQ ID N° 2342, SEQ ID N° 2351, SEQ ID N° 2500, SEQ IDN° 3228, SEQ 
ID N° 3230, SEQ ID N° 3311, SEQ ID N° 3317, SEQ ID N° 3318, SEQ ID N° 3319, 

20 SEQ ID N° 3320, SEQ ID N° 3322, SEQ ID N° 3323, SEQ ID N° 3326, SEQ ID N° 
3327, SEQ ID N° 3328, SEQ ID N° 3375, SEQ ID N° 3376, SEQ ID N° 3377, SEQ ID 
N° 3378, SEQ ID N° 3422, SEQ ID N° 3489, SEQ ID N° 3503, SEQ ID N° 3609, SEQ 
ID N° 3623, SEQ ID N° 3624, SEQ ID N° 3772, SEQ ID N° 3783, SEQ ID N° 3788 et 
SEQ ID N° 3794 ; ou 

25 b) parmi les polypeptidiques cod6es par les sequences SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N° 
10784 homologues aux sequences telles que d£finies en a) ci-avant, comme indique a la 
derniere colonne du tableau II. 

Ces 82 polypeptides de sequence telle que ddfini dans le paragraphe a) ci-avant 
dont la fonction est associee a une activite de type toxine ou antibiotique, ou leur 

30 polypeptide homologue du tableau II tel que d&ini dans le paragraphe b) ci-avant, ont 
pu etre identifies, par exemple, par la presence d'un motif concensus li6e a ces fonctions 
ou par la presence de sequences les jouxtant sur le genome et impliquees dans ce type 
d'activite. 
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La pr6sente invention concerne aussi de fa9on plus generate les sequences 
nucteotidiques issues de SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 41 ou SEQ ID N° 5826 a SEQ ID 
N° 5834, et codant pour un polypeptide de P. luminescens, telles qu'elles peuvent Stre 
isolees k partir de SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 41 ou SEQ ID N° 5826 a SEQ ID N° 
5 5834. 

De plus, les sequences nucleotidiques caracterisees en ce qu'elles comprennent 
une sequence nucleotidique choisie parmi : 

a) une sequence nucleotidique codant pour un polypeptide choisi parmi les 
sequences SEQ ID N° 42 a SEQ ID N° 3855 ou parmi les polypeptides codes par les 

1 0 sequences SEQ ID N° 5835 k SEQ ID N° 10784, de preference parmi les 82 sequences 
de polypeptides ci-avant s61ectionn6s pour leur fonction associ6e a une activite de type 
toxine ou antibiotique ou leur peptide homologue tel que defini dans le tableau II k la 
derniere colonne ; 

b) une sequence nucleotidique comportant au moins 75 % d'identite avec une 
1 5 sequence nucleotidique telle que definie en a), de preference d'au moins 80 %, 85 %, 

90 %, 95 %, 98 % ou 99 % d ! identite ; 

c) une sequence nucleotidique complementaire ou d'ARN correspondant a une 
sequence telle que definie en a) ou b) ; 

d) une sequence nucleotidique d'un fragment representatif d'une s6quence telle 
20 que definie en a) ou c) ; et 

e) une sequence telle que definie en a), ou c) modifiee, 
sont egalement des objets de l'invention. 

Par acide nucleique, sequence nucleique ou d'acide nucl^ique, polynucleotide, 
25 oligonucleotide, sequence de polynucleotide, sequence nucl6otidique, tennes qui seront 
employes indifferemment dans la pr6sente description, on entend designer un 
enchainement precis de nucleotides, modifies ou non, permettant de d6finir un fragment 
ou une region d'un acide nucleique, comportant ou non des nucleotides non naturels, et 
pouvant correspondre aussi bien a un ADN double brin, un ADN simple brin qu'a des 
30 produits de transcription desdits ADNs. Ainsi, les sequences nucleiques selon 
l'invention englobent egalement les PNA (Peptid Nucleic Acid). 

H doit etre compris que la presente invention ne concerne pas les sequences 
nucleotidiques dans leur environnement chromosomique naturel, c'est-a-dire k l'Aat 
naturel. II s'agit de sequences qui ont ete isolees et/ou purifiees, c'est-a-dire qu'elles ont 
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et6 prelevees directement ou indirectement, par exemple par copie, leur environnement 
ayant 6te au moins partiellement modifie. On entend ainsi egalement designer les acides 
nucl6iques obtenus par synthase chimique. 

Par « pourcentage d'identhi » entre deux sequences d'acides nucleiques ou 
5 d'acides amin6s au sens de la presente invention, on entend designer un pourcentage de 
. nucl6otides ou de r6sidus d'acides amines identiques entre les deux s6quences a 
comparer, obtenu apres le meilleur alignement, ce pourcentage etant purement 
statistique et les differences entre les deux sequences etant reparties au hasard et sur 
toute leur longueur. On entend designer par "meilleur alignment" ou "alignement 

10 optimal", 1'alignement pour lequel le pourcentage d'identit6 determine comme ci-apres 
est le plus 61ev6. Les comparaisons de sequences entre deux sequences d'acides 
nucleiques ou d'acides amines sont traditionnellement realisees en comparant ces 
sequences apres les avoir aligndes de maniere optimale, ladite comparaison etant 
realisee par segment ou par « fenetre de comparaison » pour identifier et comparer les 

1 5 regions locales de similarite de sequence. L'alignement optimal des sequences pour la 
comparaison peut etre realise, outre manuellement, au moyen de l'algorithme 
d'homologie locale de Smith et Waterman (1981, Ad. App. Math., 2:482), au moyen de 
l'algorithme d'homologie locale de Neddleman et Wunsch (1970, J.' Mol. Biol, 
48:443), au moyen de la m6thode de recherche de similarite de Pearson et Lipman 

20 (1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444), au moyen de logiciels informatiques 
-utilisant ces algorithmes (GAP, BESTFTT, BLAST P, BLAST N, FASTA et TFASTA 
dans le Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575 Science 
Dr., Madison, WI). Afin d'obtenir l'alignement optimal, on utilise de preference le 
programme BLAST, avec la matrice BLOSUM 62. On peut 6galement utiliser les 

25 matrices PAM ou PAM250. 

Le pourcentage d'identhi entre deux sequences d'acides nucleiques ou d'acides 
amines est determin6 en comparant ces deux sequences alignees de maniere optimale, la 
sequence d'acides nucleiques ou d'acides amines a comparer pouvant comprendre des 
additions ou des d61etions par rapport a la sequence de r6ference pour un alignement 

30 optimal entre ces deux sequences. Le pourcentage d'identite est calcule en determinant 
le nombre de positions identiques pour lesquelles le nucleotide ou le residu d'acide 
amin6 est identique dans les deux sequences, en divisant ce nombre de positions 
identiques par le nombre total de positions compares et en multipliant le r6sultat 
obtenu par 100 pour obtenir le pourcentage d'identite entre ces deux sequences. 
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Par sequences nucleiques pr£sentant un pourcentage d'identit6 d'au moins 75 %, 
de preference 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % ou 99 %, aprfcs alignement optimal avec 
une sequence de reference, on entend designer les sequences nucleiques presentant, par 
rapport k la sequence nucl6ique de reference, certaines modifications comme en 
5 particulier une deletion, une troncation, un allongement, une fusion chimerique et/ou 
une substitution, notamment ponctuelle, et dont la sequence nucleique presente au 
moins 75 %, de preference 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % ou 99 %, d'identite apres 
alignement optimal avec la sequence nucleique de reference. II s'agit de preference de 
s6quences dont les sequences complementaires sont susceptibles de s'hybrider 
10 specifiquement avec les sequences de reference. De preference, les conditions 
d'hybridation specifiques ou de forte stringence seront telles qu'elles assurent au moins 
75 %, de preference 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % ou 99 % d'identite apres alignement 
optimal entre Tune des deux sequences et sa sequence complementaire. 

Une hybridation dans des conditions de forte stringence signifie que les 
15 conditions de temperature et de force ionique sont choisies de telle maniere qu'elles 
permettent le maintien de Thybridation entre deux fragments d'ADN complementaires. 
A titre illustratif, des conditions de forte stringence de Tetape d'hybridation aux fins de 
d6finir les fragments polynucleotidiques d6crits ci-dessus, sont avantageusement les 
suivantes. 

L'hybridation ADN-ADN ou ADN-ARN est realist en deux Stapes : (1) 
prehybridation a 42°C pendant 3 heures en tampon phosphate (20 mM, pH 7,5) 
contenant 5 x SSC (1 x SSC correspond a une solution 0,15 M NaCl + 0,015 M citrate 
de sodium), 50 % de formamide, 7 % de sodium dodecyl sulfate (SDS), 10 x 
Denhardt's, 5 % de dextran sulfate et 1 % d'ADN de sperme de saumon ; (2) hybridation 
proprement dite pendant 20 heures a une temperature dependant de la taille de la sonde 
(i.e. : 42°C, pour une sonde de taille > 100 nucleotides) suivie de 2 lavages de 20 
minutes a 20°C en 2 x SSC + 2 % SDS, 1 lavage de 20 minutes a 20°C en 0,1 x SSC + 
0,1 % SDS. Le dernier lavage est pratique en 0,1 x SSC + 0,1 % SDS pendant 30 
minutes a 60°C pour une sonde de taille > 100 nucleotides. Les conditions d'hybridation 
de forte stringence decrites ci-dessus pour un polynucleotide de taille d6finie, peuvent 
Stre adaptees par 1'homme du metier pour des oligonucleotides de taille plus grande ou 
plus petite, selon Tenseignement de Sambrook et al. (1989, Molecular cloning : a 
laboratory manual. 2 nd Ed. Cold Spring Harbor). 
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De plus, par fragment representatif de sequences selon l'invention, on entend 
designer tout fragment nucteotidique presentant au moins 15 nucleotides, de preference 
au moins 20, 25, 30, 50, 75, 100, 150, 200, 300 et 450 nucleotides cons6cutifs de la 
sequence dont il est issu. 
5 Par fragment representatif, on entend en particulier une sequence nucleique 

codant pour un fragment biologiquement actif d'un polypeptide, tel que defini plus loin. 

Par fragment representatif, on entend egalement les sequences intergeniques, et 
en particulier les sequences nucl6otidiques portant les signaux de regulation 
(promoteurs, terminateurs, voire enhancers, . . .). 
10 Parmi lesdits fragments representatife, on prefere ceux ayant des sequences 

nucleotidiques correspondant a des cadres ouverts de lecture, d6nomm6s sequences 
ORFs (ORF pour «Open Reading Frame »), compris en general entre un codon 
d'initiation et un codon stop, ou entre deux codons stop, et codant pour des 
polypeptides, de preference d'au moins 100 acides amines, tels que par exemple, sans 
1 5 s'y limiter, les sequences ORFs qui seront d6crites par la suite. 

La numerotation des sequences nucleotidiques ORFs qui sera utilisee par la suite 
dans la presente description correspond a la numerotation des sequences d'acides 
amines des proteines codees par lesdites ORFs pour les les sequences SEQ ID N° 42 a 
SEQ ID N° 3855. La numerotation des sequences nucleotidiques ORFs SEQ ID N° 
20 5835 k SEQ ID N° 10784 sera utilisee par la suite dans la pr6sente description pour la 
numerotation des sequences d'acides amines des proteines cod£es par lesdites ORFs 
SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N° 10784. 

Les fragments representatife selon l'invention peuvent §tre obtenus par exemple 
par amplification specifique telle que la PCR ou aprds digestion par des enzymes de 
25 restriction appropri6es de sequences nucleotidiques selon l'invention, cette m6thode 
etant decrite en particulier dans Touvrage de Sambrook et al.. Lesdits fragments 
repr6sentatifs peuvent egalement etre obtenus par synthase chimique lorsque leur taille 
n'est pas trop importante, selon des m6thodes bien connues de rhomme du mdtier. 

Panni les sequences contenant des sequences de Tinvention, ou des fragments 
30 representatife, on entend 6galement les sequences qui sont naturellement encadrees par 
des sequences qui presentent au moins 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 98 % ou 99 % 
d'identite avec les sequences selon rinvention. 

Par sequence nucleotidique modifi6e, on entend toute s6quence nucl6otidique 
obtenue par mutagenese selon des techniques bien connues de rhomme du m&ier, et 
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comportant des modifications par rapport aux sequences normales, de preference au 
plus 10 % de nucleotides modifies par rapport k ces sequences normales, par exemple 
des mutations dans les sequences regulatrices et/ou promotrices de Fexpression du 
polypeptide, notamment conduisant k une modification du taux d' expression ou de 
5 Tactivite dudit polypeptide. 

Par sequence nucleotidique modifiee, on entend egalement toute sequence 
nucl6otidique codant pour un polypeptide modifie tel que defini ci-apr&s. 

Les fragments representatifs selon Finvention peuvent egalement etre des sondes 
ou amorces, qui peuvent etre utilis6es dans des proc£d6s de detection, d'identification, 
10 de dosage ou d' amplification de sequences nucleiques. 

Une sonde ou amorce se definit, au sens de Finvention, comme etant un 
fragment d'acides nucleiques simple brin ou un fragment double brin denature 
comprenant par exemple de 12 bases a quelques kb, notamment de 15 a quelques 
centaines de bases, de preference de 15 k 50 ou 100 bases, et poss6dant une sp6cificite 
1 5 d'hybridation dans des conditions determines pour former un complexe d'hybridation 
avec un acide nucleique cible. 

Les sondes et amorces selon Finvention peuvent etre marqu6es directement ou 
indirectement par un compose radioactif ou non radioactif par des methodes bien 
connues de Fhomme du metier, afin d'obtenir un signal d6tectable et/ou quantifiable 
20 (brevetFR78 10975 et bDNA de Chiron EP 225 807 et EP 510 085). 

Les sequences non marquees de polynucleotides selon Finvention peuvent etre 
utilises directement comme sonde ou amorce. 

Les sequences sont generalement marquees pour obtenir des sequences 
utilisables pour de nombreuses applications. Le marquage des amorces ou des sondes 
25 selon Finvention est realise par des elements radioactifs ou par des molecules non 
radioactives. 

Parmi les isotopes radioactifs utilises, on peut citer le 32 P, le 33 P, le 35 S, le 3 H ou 
le l25 L Les entites non radioactives sont seiectionn6es parmi les ligands tels la biotine, 
Tavidine, la streptavidine, la dioxygenine, les haptenes, les colorants, les agents 
30 luminescents tels que les agents radioluminescents, chemoluminescents, 
bioluminescents, fluorescents, phosphorescents. 

Les polynucleotides selon Finvention peuvent ainsi etre utilises comme amorce 
et/ou sonde dans des precedes mettant en oeuvre notamment la technique de PCR 
(amplification en chaine par polymerase) (Rolfe et al., 1991, Berlin : Springer-Verlag). 
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Cette technique necessite le choix de paires d'amorces oUgonucleotidiques encadrant le 
fragment qui doit etre amplifie. On peut, par exemple, se r6f6rer a la technique decrite 
dans le brevet am6ricain U.S. N° 4,683,202. Les fragments amplifies peuvent etre 
identifies, par exemple apres une electrophone en gel d'agarose ou de polyacrylamide, 
5 ou aprfcs une technique chromatographique conune la filtration sur gel ou la 
chromatographic echangeuse d'ions, puis sequences. La specified de 1' amplification 
peut etre controlee en utilisant les sequences nucleotidiques de polynucleotides de 
l'invention comme matrice, des plasmides contenant ces sequences ou encore les 
produits d'amplification derives. Les fragments nucleotidiques amplifies peuvent etre 
10 utilis6s comme r6actifs dans des reactions d'hybridation afin de mettre en evidence la 
presence, dans un echantillon biologique, d'un acide nucleique cible de sequence 
compl6mentaire k celle desdits fragments nucleotidiques amplifies. 

L'invention vise egalement les acides nucieiques susceptibles d'Stre obtenus par 
amplification a l'aide d'amorces selon l'invention. 
15 D'autres techniques d' amplification de l'acide nucleique cible peuvent dtre 

avantageusement employees comme alternative k la PCR (PCR-like) a l'aide de couple 
d'amorces de sequences nucleotidiques selon l'invention. Par PCR-like on entend 
designer toutes les methodes mettant en ceuvre des reproductions directes ou indirectes 
des sequences d'acides nucieiques, ou bien dans lesquelles les systfemes de marquage 
20 ont ete amplifies, ces techniques sont bien entendu connues. En general, il s'agit de 
l'amplification de PADN par une polymerase ; lorsque l'echantillon d'origine est un 
ARN il convient prealablement d'effectuer une transcription reverse. II existe 
actuellement de trbs nombreux proced6s peimettant cette amplification, comme par 
exemple la technique SDA (Strand Displacement Amplification) ou technique 
25 d' amplification k d6placement de brin (Walker et al., 1992, Nucleic Acids Res., 
20:1691), la technique TAS (Transcription-based Amplification System) decrite par 
Kwoh et al. (1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 86, 1173), la technique 3SR (Self- 
Sustained Sequence Replication) decrite par Guatelli et al. (1990, Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 87: 1874), la technique NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification) 
30 decrite par Kievitis et al. (1991, J. Virol. Methods, 35, 273), la technique TMA 
(Transcription Mediated Amplification), la technique LCR (Ligase Chain Reaction) 
decrite par Landegren et al. (1988, Science, 241, 1077), la technique de RCR (Repair 
Chain Reaction) d6crite par Segev (1992, Kessler C. Springer Verlag, Berlin, New- 
York, 197-205), la technique CPR (Cycling Probe Reaction) decrite par Duck et al. 
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(1990, Biotechniques, 9, 142), la technique ^amplification a la Q-beta-replicase decrite 
par Miele et al. (1983, J. Mol. Biol., 171, 281). Certaines de ces techniques ont depuis 
ete perfectionnees. 

Dans le cas ou le polynucldotide cible k d6tecter est un ARNm, on utilise 
5 avantageusement, prealablement a la mise en oeuvre d'une reaction d' amplification a 
Faide des amorces selon Pinvention ou k la mise en oeuvre d'un procdde de detection k 
Faide des sondes de l'invention, une enzyme de type transcriptase inverse afin d'obtenir 
un ADNc a partir de l'AJRNm contenu dans l'echantillon biologique. L'ADNc obtenu 
servira alore de cible pour les amorces ou les sondes mises en oeuvre dans le procede 

1 0 d' amplification ou de detection selon l'invention. 

La technique d'hybridation de sondes peut etre r6alisee de mani&res diverses 
(Matthews et al., 1988, Anal. Biochem., 169, 1-25). La m6thode la plus g6n6rale 
consiste a immobiliser l'acide nucleique extrait des cellules de differents tissus ou de 
cellules en culture sur un support (tels que la nitrocellulose, le nylon, le polystyrene) et 

15 a incuber, dans des conditions bien d6finies, l'acide nucleique cible immobilis6 avec la 
sonde. Apres 1'hybridation, l'exces de sonde est limine et les molecules hybrides 
formees sont detectees par la methode appropriee (mesure de la radioactivity de la 
fluorescence ou de Tactivite enzymatique liee a la sonde). 

Selon un autre mode de mise en oeuvre des sondes nucleiques selon l'invention, 

20 ces demieres peuvent etre utilis6es comme sondes de capture. Dans ce cas, xme sonde, 
dite « sonde de capture », est immobilisee sur un support et sert k capturer par 
hybridation specifique l'acide nucleique cible obtenu k partir de T Schantillon biologique 
a tester et l'acide nucleique cible est ensuite d6tect6 gra.ce a une seconde sonde, dite 
« sonde de detection », marqude par un element facilement d6tectable. 

25 Parmi les fragments d'acides nucl6iques int&essants, il faut ainsi citer en 

particulier les oligonucl6otides anti-sens, c'est-a-dire dont la structure assure, par 
hybridation avec la sequence cible, une inhibition de 1' expression du produit 
coirespondant II faut egalement citer les oligonucleotides sens qui, par interaction avec 
des proteines impliquees dans la regulation de 1'expression du produit correspondant, 

30 induiront soit une inhibition, soit une activation de cette expression. 

De fa9on preferee, les sondes ou amorces selon Pinvention sont immobilisees 
sur un support, de manifcre covalente ou non covalente. En particulier, le support peut 
etre une puce a ADN ou un filtre k haute ou moyenne densite, egalement objet de la 
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presente invention (brevets WO 97/29212, WO 98/27317, WO 97/10365 et WO 
92/10588). 

On entend designer par puce k ADN ou filtre haute densit6, un support sur lequel 
sont fixees des sequences d'ADN, chacune d'entre elles pouvant Stre repfree par sa 
5 localisation g6ographique. Ces puces du filtres different principalement par leur taille, le 
materiau du support, et eventuellement le nombre de sequences d'ADN qui y sont 
fix£es. 

On peut fixer les sondes ou amorces selon la premiere invention sur des supports 
solides, en particulier les puces a ADN, par diff&rents proc£d£s de fabrication. En 

1 0 particulier, on peut effectuer une synthase in situ par adressage photochimique ou par j et 
d'encre. D'autres techniques consistent k effectuer une synthase ex situ et k fixer les 
sondes sur le support de la puce a ADN par adressage mecanique, electronique ou par 
jet d'encre. Ces diff&rents proc6des sont bien connus de rhomme du metier. 

Une sequence nucleotidique (sonde ou amorce) selon l'invention permet done la 

15 detection et/ou l'amplification de sequences nucleiques sp6cifiques. En particulier, la 
detection de cesdites sequences est facilitee lorsque la sonde est fixee sur une puce a 
ADN, ou k un filtre haute densite. 

L'utilisation de puces a ADN ou de filtres a haute densite permet en effet de 
determiner l'expression de genes dans un organisme presentant une s6quence 

20 genomique proche de P. luminescens et le typage de la souche en cause. 

La sequence genomique de P. luminescens, compl6tee par l'identification des 
gfenes de ces organismes, telles que pr6sent6e dans la pr6sente invention, servent de base 
& la construction de ces puces h ADN ou filtre. 

La pr6paration de ces filtres ou puces consiste k synthetiser des oligonucl6otides, 

25 coirespondant aux extremites 5' et 3' des genes ou a des fragments plus internes pour 
amplifier des fragments d'une taille adaptee, par exemple comprise environ entre 300 
et 800 bases. Ces oligonucleotides sont choisis en utilisant la sequence genomique et ses 
annotations divulguSes par la presente invention. La temperature d'appariement de ces 
oligonucleotides aux places correspondantes sur PADN doit 6tre approximativement la 

30 meme pour chaque oligonucleotide. Ceci permet de preparer des fragments d'ADN 
correspondant k chaque gene par l'utilisation de conditions de PCR approprifes dans un 
environnement hautement automatise. Les fragments amplifies sont ensuite immobiUses 
sur des filtres ou des supports en verre, silicium ou polymeres synthetiques et ces 
milieux sont utilises pour l'hybridation. 
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La disponibilite de tels filtres et/ou puces et de la sequence g6nomique 
correspondante annotee permet d'etudier Vexpression de grands ensembles, voire de la 
totality des gfenes de Photorhabdus luminescens, notamment de P. luminescens TT01, 
en preparant les ADNs compiementaires, et en les hybridant a l'ADN ou aux 
5 oligonucleotides immobilises sur les filtres ou les puces. De meme, les filtres et/ou les 
puces pennettent d'etudier la variabilite des souches ou des especes, en preparant l'ADN 
de ces organismes et en les hybridant a l'ADN ou aux oligonucleotides immobilises sur 
les filtres ou les puces. 

Les differences entre les sequences genomiques des diff&rentes souches ou 

10 especes peuvent grandement affecter l'intensite de lliybridation et, par consequent, 
perturber Interpretation des resultats. D peut done etre n6cessaire d'avoir la sequence 
precise des genes de la souche que Ton souhaite etudier. La methode de detection des 
g&nes ddcrite plus loin en detail, impliquant la determination de la sequence de 
fragments aieatoires d'un genome, et les organisant d'apres la sequence du genome de P. 

1 5 luminescens, notamment de P. luminescens TT01, divulguee dans la pr£sente invention, 
peut etre trfcs utile. 

Les sequences nucl6otidiques selon l'invention peuvent etre utilis6es dans des 
puces a ADN pour eflfectuer Tanalyse de mutations. Cette analyse repose sur la 
constitution de puces capables d'analyser chaque base d'une sequence nucleotidique 

20 selon Tinvention. On pouira notamment h cette fin mettre en ceuvre les techniques de 
microsequen9age sur puce & ADN. Les mutations sont detectees par extension 
d ! amorces immobilisees hybridant a la matrice des sequences analysees, juste en 
position adjacente de celle du nucleotide mute recherche. Une matrice simple brio, ARN 
ou ADN, des sequences k analyser sera avantageusement prepar6e selon des methodes 

25 classiques, k partir de produits amplifies selon les techniques de type PCR. Les matrices 
d ! ADN simple brin, ou d'ARN ainsi obtenues sont alors deposees sur la puce a ADN, 
dans des conditions permettant leur hybridation specifique aux amorces immobilisees. 
Une polymerase thermostable, par exemple la Tth ou la Taq ADN polymerase, etend 
specifiquement Textremite 3 1 de Tamorce immobilisee avec un analogue de nucleotide 

30 marque compiementaire du nucleotide en position du site variable ; par exemple, un 
cyclage thennique est realise en presence des did6oxyribonucieotides fluorescents. Les 
conditions experimentales seront adapt6es notamment aux puces employees, aux 
amorces immobilisees, aux polymerases employees, et au systfeme de marquage choisi. 
Un avantage du microsequen9age, par rapport aux techniques basees sur lliybridation 
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de sondes, est qu f il permet d'identifier tous les nucleotides variables avec une 
discrimination optimale dans des conditions de reactions homog&nes ; utilise sur des 
puces k ADN, il pennet une resolution et une specificite optimales pour la detection 
routiniere et industrielle de mutations en multiplex. 
5 Une puce a ADN ou un filtre peut 6tre un outil extremement interessant pour la 

determination, la detection et/ou 1'identification d'un micro-organisme. Ainsi, on 
pr6fere 6galement les puces k ADN selon 1'invention qui contiennent en outre au moins 
une sequence nucl6otidique d'un micro-organisme autre que Photorhabdus 
luminescens, immobilis6e sur le support de ladite puce. De preference, le micro- 
10 organisme choisi Test parmi les bacteries du genre Photorhabdus (ci-apr6s designees 
comme bacteries associ6es a P. luminescens), ou les variants de Photorhabdus 
luminescens TT01. 

Une puce k ADN ou un filtre selon 1'invention est un element tres utile de 
certains kits ou n6cessaires pour la detection et/ou Identification de micro-organismes, 
1 5 en particulier les bacteries appartenant a 1* espfcce Photorhabdus luminescens, egalement 
objet de F invention. 

Par ailleurs, les puces a ADN ou les filtres selon 1'invention, contenant des 
sondes ou amorces specifiques de Photorhabdus luminescens, sont des 616ments trfes 
avantageux de kits ou necessaires pour la detection et/ou la quantification de 

20 l'expression de gfenes de Photorhabdus luminescens. 

En effet, le contrSle de l'expression des genes est un point critique pour 
optimiser la croissance et le rendement d'une souche, soit en permettant l'expression 
d'un ou plusieurs genes nouveaux, soit en modifiant l'expression de gfcnes d6]k presents 
dans la cellule. La presente invention fournit l'ensemble des s6quences naturellement 

25 actives chez P. luminescens permettant l'expression des genes. Elle permet ainsi la 
determination de l'ensemble des sequences exprimtes chez P. luminescens, Elle fournit 
egalement un outil permettant de reperer les genes dont l'expression suit un schema 
donne. Pour realiser cela, 1' ADN de tout ou partie des genes de P. luminescens peut Stre 
amplifie grace a des amorces selon Tinvention, puis fixe k un support comme par 

30 exemple le verre ou le nylon ou une puce a ADN, afin de construire un outil permettant 
de suivre le profil d'expression de ces g&nes. Cet outil, constitue de ce support contenant 
les sequences codantes sert de matrice d'hybridation k un melange de molecules 
marquees refietant les ARNs messagers exprimes dans la ceUule (en particulier les 
sondes marquees selon rinvention). En repetant cette experience k differents instants et 
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en combinant Tensemble de ces donn6es par un traitement approprie, on obtient alors les 
profils d ! expression de l'ensemble de ces genes. La connaissance des sequences qui 
suivent un schema de r6gulation donn6 peut aussi 6tre mise a profit pour rechercher de 
mani&re dirig^e, par exemple par homologie, d'autres sequences suivant globalement, 
5 mais de maniere 16gerement differente le meme schema de regulation. En complement, 
il est possible d f isoler chaque sequence de controle pr6sente en amont des segments 
servant de sondes et d f en suivre Factivite a l'aide de moyen approprie comme un gene 
raporteur (luciferase, (3-galactosidase, GFP). Ces sequences isol6es peuvent ensuite etre 
modifi6es et assemblies par ing6nierie m6tabolique avec des sequences d'interet en vue 

10 de leur expression optimale. 

L'invention concerne egalement les polypeptides codes par une sequence 
nucleotidique selon rinvention, de preference, par un fragment representatif des 
sequences pr6cedentes et correspondant k une sequence ORF. En particulier, les 
polypeptides de Photorhabdus luminescens TT01 de SEQ ID N° 42 k SEQ ID N° 3855 

15 ou cod6s par les SEQ ID N° 5835 k SEQ ID N° 10784 sont objet de l'invention. 

L'invention comprend egalement les polypeptides caracterises en ce qu'ils 
comprennent un polypeptide choisi panni : 

a) un polypeptide de s6quence SEQ ID N° 42 a SEQ ID N° 3855 ou code par une 
sequence SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N° 10784 ; 
20 b) un polypeptide presentant au moins 80 % de pr6ference 85 %, 90 %, 95 % et 98 % 
d'identit6 avec un polypeptide selon rinvention ; 

c) un fragment d'au moins 5 acides amin& d'un polypeptide tel que delBni en a) ; 

d) un fragment biologiquement actif d'un polypeptide tel que defini en a) ; et 

e) un polypeptide tel que defini en a), b), c) ou d) modifie. 

25 Les sequences nucleotidiques codant pour les polypeptides d6crits 

pr6cedemment sont egalement objet de rinvention. 

Dans la pr6sente description, les tennes polypeptides, s6quences 
polypeptidiques, peptides et prolines sont interchangeables. Le tenne polypeptide 
comprend toute sequence d'acides amines pennettant de generer une r6ponse anticorps. 

30 H doit Stre compris que rinvention ne concerne pas les polypeptides sous fonne 

naturelle, c'est-a-dire qu'ils ne sont pas pris dans leur environnement naturel. En 
revanche, elle concerne ceux qui ont pu Stre isoles ou obtenus par purification a partir 
de sources naturelles, ou bien obtenus par recombinaison genetique, ou par synthase 
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chimique, et qu'ils peuvent alors comporter des acides amines non naturels comme cela 
sera decrit plus loin. 

Par polypeptide prEsentant un certain ponrcentage d'identitE avec un autre, que 
Ton designera egalement par polypeptide homologue, on entend designer les 
5 polypeptides presentant par rapport aux polypeptides naturels, certaines modifications, 
en particulier une delation, addition ou substitution d'au moins un acide amine, une 
troncation, un allongement, une solution chim6rique et/ou une mutation, ou les 
polypeptides pr6sentant des modifications post-traductionnelles. Parmi les polypeptides 
homologues, on prefere ceux dont la sequence d'acides amin6s prEsente au moins 80 %, 

10 de preference 85 %, 90 %, 95 %, 98 % ou 99 % d'identitE aprfes alignement optimal 
avec les sequences d'acides amines des polypeptides selon 1' invention. Dans le cas 
d'une substitution, un ou plusieurs acide(s) amines) cons6cutif(s) ou non cons6cutif(s) 
peuvent etre remplaces par des acides amines « Equivalents ». L' expression « acides 
amines equivalents » vise ici k designer tout acide amin6 susceptible d'Stre substitue a 

15 Tun des acides amines de la structure de base sans cependant modifier essentieilement 
les activites biologiques des peptides correspondant telles qu'elles seront d6finies par la 
suite. 

Ces acides aminEs Equivalents peuvent Stre dEterminEs soit en s'appuyant sur 
leur homologie de structure avec les acides amines auxquels ils se substituent, soit sur 

20 des rEsultats d'essais comparatifs d'activite biologique entre les diffErents polypeptides 
susceptibles d'Stre effectuEs. 

A titre d'exemple, on mentionne les possibilites de substitution susceptibles 
d'etre effectuEes sans qu'il rEsulte en une modification approfondie de 1'activite 
biologique du polypeptide modifiE correspondant. On peut remplacer ainsi la leucine 

25 par la valine ou I'isoleucine, Tacide aspartique par l'acide glutamine, la glutamine par 
l'asparagine, l'arginine par la lysine, etc., les substitutions inverses etant naturellement 
envisageables dans les memes conditions. 

Les polypeptides homologues correspondent Egalement aux polypeptides codes 
par les sequences nuclEotidiques prEsentant un certain pourcentage d'identitE avec les 

30 sequences nuclEotidiques de l'invention ou identiques, telles que dEfinies prEcEdemment 
et comprennent ainsi dans la presente dEfinition des polypeptides mutes ou 
correspondant a des variations inter ou intra especes, pouvant exister chez 
Photorhabdus, et qui correspondent notamment a des troncatures, substitutions, 
dElEtions et/ou additions, d'au rnoins un r6sidu d'acides amines. 
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II est entendu que l'on calcule le pourcentage d'identite entre deux polypeptides 
de la mSme fa9on qu'entre deux sequences d'acides nucl£iques. Ainsi, le pourcentage 
d'identite entre deux polypeptides est calcule apres alignement optimal de ces deux 
sequences, sur une fenetre d'homologie maximale. Pour definir ladite fenStre 
5 d'homologie maximale, on peut utiliser les memes algorithmes que pour les sequences 
d'acide nucl&que. 

Par fragment biologiquement actif d'un polypeptide selon l'invention, on entend 
designer en particulier im fragment de polypeptide, tel que defini ci-apres, presentant au 
moins une des caracteristiques biologiques des polypeptides selon rinvention, 
1 0 notamment en ce qu'il est capable d'exercer de mani&re generate une activit6 meme 
partielle, telle que par exemple : 

- une activite enzymatique (metabolique), une activite pouvant etre impliqu6e 
dans la biosynthese ou la biodegradation de composes organiques ou inorganiques, ou 
de preference une activite toxique ou antibiotique, notamment pour les insectes ou 

1 5 micro-organismes (bacteries ou champignons), ou encore une activite impliqu6e dans la 
biosynthese de ces toxines ou antibiotiques ; de telles proteines a activite enzymatique 
pourront notamment etre utilisees dans des procedes de criblage et/ou de s61ection de 
composes capables de modifier cette activite, en particulier de rinhiber. 

- une activite structurelle (enveloppe cellulaire, molecule chaperonne, 
20 ribosome). Les proteines correspondant notamment a des proteines extramembranaires 

pourront etre en particulier utilisees comme immunogene pour la production 
d'anticorps, mono- ou polyclonaux diriges sp6cifiquement contre ces proteines 
extramembranaires ; 

- une activite de transport (d'energie, d'ion) ; ou dans la s6cr6tion de proline ; 
25 - une activite dans le processus de replication, amplification, preparation, 

transcription, traduction ou maturation, notamment de TADN, de TARN ou des 
prot6ines. 

Par fragment de polypeptide selon l'invention, on entend designer un 
polypeptide comportant au minimum 5 acides amin6s, de preference 10, 15, 25, 50, 100 
30 et 150 acides amines. 

Les fragments de polypeptides peuvent correspondre k des fragments isoles ou 
purifies naturellement presents dans les souches de Photorhabdus, ou a des fragments 
qui peuvent Stre obtenus par clivage dudit polypeptide par une enzyme prot£olitique 
telle que la trypsine ou la chymotrypsine ou la collagenase, par un r6actif chimique 
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(bromure de cyanogene, CNBr) ou en placant ledit polypeptide dans un environnement 
tres acide (par exemple a pH = 2,5). Des fragments polypeptides peuvent 6galement 
etre prepares par synthese chimique, a partir d'h6tes transform6s par un vecteur 
d'expression selon l'invention qui contiennent un acide nucl&que permettant 

5 l'expression dudit fragment, et place sous le contrdle des elements de regulation et/ou 
d'expression appropries. 

Par « polypeptide modifie» d'un polypeptide selon l'invention, on entend 
d6signer un polypeptide obtenu par recombinaison genetique ou par synthese chimique 
comme decrit plus loin, qui presente au moins une modification par rapport a la 

1 0 sequence normale et de preference au plus 1 0 % d'acides amines modifies par rapport a 
la sequence normale. Ces modifications peuvent etre notamment portees sur des acides 
amines n6cessaires pour la specificite ou l'efficacit6 de l'activite, ou a l'origine de la 
conformation structurale, de la charge, ou de l'hydrophobicite du polypeptide selon 
l'invention. On peut ainsi creer des polypeptides d'activit6 equivalents augmentee ou 

15 diminuee, ou de specificite 6quivalente, plus etroite ou plus large. Parmi les 
polypeptides modifies, il faut titer les polypeptides dans lesquels jusqu'a cinq acides 
amines peuvent etre modifies, tronques a l'extremite N ou C-terminale, ou bien deletes, 
ou ajoutes. 

Comme cela est indiqu6, les modifications d'un polypeptide ont pour objectif 
20 notamment: 

- de permettre sa mise en ceuvre dans des precedes de biosynthese ou de 
biod6gradation de composes organiques ou inorganiques, dans la biosynthese de toxines 
oud'antibiotiques, 

- de permettre sa mise en ceuvre dans des precedes de replication, 
25 d'amplification, de reparation et regie de transcription, de traduction, ou de maturation 

notamment de l'ADN, l'ARN, ou deprot6ines ; de permettre sa secretion amelioree, 

- de modifier sa solubilite, l'efficacite ou la specificite de son activite, ou encore 

de faciliter sa purification. 

La synthese chimique presente 6galement l'avantage de pouvoir utiliser des 
30 acides amin6s non naturels ou des Uaisons non peptidiques. Ainsi, il peut etre 
interessant d'utihser des acides amines non naturels, par exemple sous forme D, ou des 
analogues d'acides amines, notamment des formes soufrees. 

L'invention conceme en outre les sequences nucleiques ou peptidiques selon la 
presente invention a l'exception des sequences nucl6iques ou peptidiques decrites dans 
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les documents WO 99/54472, WO 99/42589, WO 99/03328, WO 98/08932 et EP 
0 823 215. 

La presente invention fournit la sequence nucleotidique du g6nome de 
Photorhabdus luminescens TT01 sous forme de 41 eontigs ou sous forme de 9 contigs, 
5 ainsi que certaines sequences polypeptidiques. 

Les sequences nucleiques ou peptidiques ci-apr&s caracterisees par leur fonction 
peuvent etre 6gaiement identifies par leur sequence nucleotidique et d'acides amines en 
se reportant au tableau I. 

D'une maniere pr6feree, Tinvention est relative a une sequence nucleotidique 
1 0 selon l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 a activite de type toxine et/ou antibiotique, ou impliqu6 dans la 
synthase de ces toxines et/ou antibiotiques. 

D'une maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique 
selon Tinvention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
15 luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans la biosynthfcse des acides 
amin6s. 

De mani&re pr6fer6e, Tinvention est relative a une sequence nucleotidique selon 
Tinvention, caract6ris6e en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans la biosynthese des cofacteurs, 
20 groupes prosthetiques et transporteurs. 

De maniere prefer6e, l'invention est relative k une sequence nucleotidique selon 
Tinvention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide d'enveloppe cellulaire 
ou present a la surface de Photorhabdus luminescens TT01 ou pour un de ses fragments, 
De maniere preferee, Tinvention est relative k une sequence nucleotidique selon 
25 Tinvention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments impliqu6 dans la machinerie cellulaire. 

De maniere pr6f6r6e, Tinvention est relative & une sequence nucleotidique selon 
Tinvention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le metabolisme intermediate 
30 central. 

De maniere preferee, Tinvention est relative a une sequence nucleotidique selon 
Tinvention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments impliqu6 dans le metabolisme 6nerg6tique. 



WO 02/094867 



PCT/IB02/03040 



20 

De maniere preferee, l'invention est relative h une sequence nucleotidique selon 
l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le metabolisme des acides gras 
et des phospholipides. 

5 De maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 

l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le m6tabolisme des 
nucleotides, des purines, des pyrimidines ou nucleosides. 

De maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 
10 l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans les fonctions de regulation. 

De maniere preferee, l'invention est relative k une sequence nucleotidique selon 
l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le processus de replication. 
15 De maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 

l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le processus de transcription. 

De maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 
l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
20 luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le processus de traduction. 

De maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 
l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le processus de transport et de 
liaison des proteines. 

25 De maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 

l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans 1' adaptation aux conditions 
atypiques. 

De manure pref6r£e, l'invention est relative £ une sequence nucleotidique selon 
30 l'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
luminescens TT01 ou un de ses fragments dans la sensibilite aux medicaments et 
analogues. 

De maniere preferee, l'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 
l'invention, caract6ris6e en ce qu'elle code pour un polypeptide de Photorhabdus 
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luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans les fractions relatives aux 
transposons. 

De maniere prefer6e, 1'invention est relative a une sequence nucleotidique selon 
1'invention, caracterisee en ce qu'elle code pour un polypeptide specifique de 

5 Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments. 

Sous un autre aspect, de maniere pr6fer6e, rinvention a pour objet un 
polypeptide selon rinvention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments activite de type toxine et/ou 
antibiotique, ou impliquS dans la synthase de ces toxines et/ou antibiotiques. 

0 Sous un autre aspect, de maniere prdferee, l'invention a pour objet un 

polypeptide selon rinvention, caracteris6 en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans la biosynthfcse 
des acides amin6s. 

Sous un autre aspect, de maniere preferee, l'invention a pour objet un 
5 polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans la biosynthfcse 
des cofacteurs, groupes prosthetiques et transporteurs. 

Sous un autre aspect, de maniere preferee, rinvention a pour objet un 
polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide 
0 d'enveloppe cellulaire ou de surface de Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses 
fragments. 

Sous un autre aspect, de maniere preferee, rinvention a pour objet un 
polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans la machinerie 
5 cellulaire. 

Sous un autre aspect, de maniere preferee, l'invention a pour objet un 
polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le metabolisme 
interm6diaire central. 

0 Sous un autre aspect, de maniere pr6ftree, l'invention a pour objet un 

polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le metabolisme 
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Sous un autre aspect, de maniere preferee, l'invention a pour objet un 
polypeptide selon 1'invention, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminesce™ TT01 ou un de ses fragments implique dans le metabolisme 
des acides gras et des phospholipides. 
5 Sous un autre aspect, de maniere preferee, Tinvention a pour objet un 

polypeptide selon l'invention, caracterisS en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le metabolisme 
des nucleotides, des purines, des pyrimidines ou nucleosides. 

Sous un autre aspect, de maniere pr6fer6e, rinvention a pour objet un 
10 polypeptide selon Finvention, caracteris6 en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments impliqu6 dans les fonctions de 
regulation. 

Sous un autre aspect, de manifcre pref6r6e, 1'invention a pour objet un 
polypeptide selon l'invention, caracterisS en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
1 5 Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments impliqu6 dans le processus de 
replication. 

Sous un autre aspect, de maniere preferee, l'invention a pour objet un 
polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le processus de 
20 transcription. 

Sous un autre aspect, de maniere preferee, l'invention a pour objet un 
polypeptide selon 1'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments impliqu6 dans le processus de 
traduction. 

25 Sous un autre aspect, de manifcre pref6r6e, l'invention a pour objet un 

polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans le processus de 
transport et de liaison des proteines. 

Sous un autre aspect, de maniere preferee, l'invention a pour objet un 

30 polypeptide selon 1'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
Photorhabdus luminescens TT01 ou un de ses fragments implique dans l'adaptation aux 
conditions atypiques. 

Sous un autre aspect, de maniere prefer6e, l'invention a pour objet un 
polypeptide selon l'invention, caracterise en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 



WO 02/094867 



PCI7IB02/03040 



23 

Photorhabdus luminescens TTOl ou un de ses fragments dans la sensibiUt6 aux 

medicaments et analogues. 

Sous un autre aspect, de mani&re prefer6e, l'invention a pour objet un 

polypeptide selon l'invention, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un polypeptide de 
5 Photorhabdus luminescens TTOl ou un de ses fragments impliqu6 dans les fonctions 

relatives aux transposons. 

Sous un autre aspect, de maniere pr6fer6e, l'invention a pour objet un 

polypeptide selon l'invention, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un polypeptide sp6cifique 

de Photorhabdus luminescens TTOl ou un de ses fragments. 
0 L'invention a egalement pour objet les opfrons impliques dans la synthase 

d'antibiotiques et/ou de toxines. 

Le tableau I fournit la liste de certains polypeptides selon l'invention, ainsi que 

leur localisation dans les contigs representes par SEQ ID N° 1 k SEQ ID N° 41, et les 

analogies observees apres comparaison dans les bases de donnees. 
5 Le tableau II fournit la liste de certains polypeptides selon l'invention, ainsi que 

leur localisation dans les contigs represent6s par SEQ ID N° 5826 a SEQ ID N° 5834, et 

les analogies observes apr£s comparaison dans les bases de donn6es. Dans le tableau 

It, les contig 1 k 9 sont identifies par les sequences SEQ ID N° 5826 k SEQ ID N° 

5834. 

3 De maniere tout k fait pref6r6e, l'invention a 6galement pour objet les 

polypeptides dont les fonctions annot6es au tableau I, derniere colonne, ou dont les 
fonctions annotees au tableau II, avant-demi&re colonne, correspondent a des activites 
de type toxine et/ou antibiotique, ou k polypeptides impliques dans la synthese de ces 
toxines et/ou antibiotiques, polypeptides de preference choisis parmi : 

5 a) les polypeptides de sequence SEQ ID N° 61, SEQ ID N° 62, SEQ ID N° 67, SEQ ID 
N° 171, SEQ ID N° 221, SEQ ID N° 268, SEQ ID N° 288, SEQ ID N° 380, SEQ ID N° 
426, SEQ ID N° 438, SEQ ID N° 448, SEQ ID N° 453, SEQ ID N° 455, SEQ ID N° 
456, SEQ ID N° 458, SEQ ID N° 501, SEQ ID N° 516, SEQ ID N° 530, SEQ ID N° 
542, SEQ ID N° 551, SEQ ID N° 720, SEQ ID N° 761, SEQ ID N° 762, SEQ ID N° 

) 814, SEQ ID N° 859, SEQ ID N° 860, SEQ ID N° 861, SEQ ID N° 862, SEQ ID N° 
869, SEQ ID N° 1079, SEQ ID N° 1168, SEQ ID N° 1174, SEQ ID N° 1176, SEQ ID 
N° 1413, SEQ ID N° 1414, SEQ ID N° 1415, SEQ ID N° 1416, SEQ ID N° 1417, SEQ 
ID N° 1457, SEQ ID N° 1651, SEQ ID N° 1856, SEQ ID N° 1869, SEQ ID N° 2021, 
SEQ ID N° 2080, SEQ ID N° 2152, SEQ ID N° 2162, SEQ ID N° 2173, SEQ ID N° 
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2251, SEQ ID N° 2295, SEQ ID N° 2306, SEQ ID N° 2317, SEQ ID N° 2328, SEQ ID 
N° 2340, SEQ ID N° 2342, SEQ ID N° 2351, SEQ ID N° 2500, SEQ ID N° 3228, SEQ 
ID N° 3230, SEQ ID N° 3311, SEQ ID N° 3317, SEQ ID N° 3318, SEQ ID N° 3319, 
SEQ ID N° 3320, SEQ ID N° 3322, SEQ ID N° 3323, SEQ ED N° 3326, SEQ ID N° 
5 3327, SEQ ID N° 3328, SEQ ID N° 3375, SEQ ID N° 3376, SEQ ID N° 3377, SEQ ID 
N° 3378, SEQ ID N° 3422, SEQ ID N° 3489, SEQ ID N° 3503, SEQ ID N° 3609, SEQ 
ID N° 3623, SEQ ID N° 3624, SEQ ID N° 3772, SEQ ID N° 3783, SEQ ID N° 3788 et 
SEQ ID N° 3794; 
ou 

10 b) les polypeptides codees par les sequences SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N° 10784 
homologues aux sequences telles que d6finies en a) comme indiquSes a la demiere 
colonne du tableau II. 

La pr6sente invention a egalement pour objet les sequences nucleotidiques et/ou 

15 de polypeptides selon l'invention, caract6ris6es en ce que lesdites sequences sont 
enregistr6es sur un support d'enregistrement dont la forme et la nature facilitent la 
lecture, 1' analyse et/ou 1' exploitation de ladite ou desdites sequence^). Ces supports 
peuvent egalement contenir d'autres informations extraites de la pr6sente invention, 
notamment les analogies avec des s6quences dej& connues, et/ou des informations 

20 concernant les sequences nucleotidiques et/ou de polypeptides d'une cellule de plante, 
d'un animal ou d'un micro-organisme autre que P. luminescens, notammment une 
cellule ou micro-organisme sensible a une toxine ou un antibiotique produit par P. 
luminescens, une bacterie du genre Photorhabdus, ou un variant de P. luminescens, ceci 
afin de faciliter Tanalyse comparative et 1'exploitation des resultats obtenus. 

25 Parmi cesdits supports d'enregistrement, on pr6fere en particulier les supports 

lisibles par un ordinateur, tels les supports magn6tiques, optiques, electriques ou 
, hybrides, en particulier les disquettes informatiques, les CD-ROM, les serveurs 
infonnatiques. De tels supports d'enregistrement sont egalement objet de l'invention. 

Les supports d'enregistrement selon l'invention, avec les informations 

30 apportees, sont tres utiles pour le choix d' amorces ou de sondes nucleotidiques pour la 
determination de genes dans Photorhabdus luminescens TT01 ou souches proches de 
cet organisme. De meme, l'utilisation de ces supports pour l'dtude du polymorphisme 
g6n6tique de souches proches de Photorhabdus luminescens TT01, en particulier par la 
determination des regions de colinearite, est trks utile dans la mesure ou ces supports 
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fournissent non seulement la sequence nucteotidique du g&iome de Photorhabdus 
luminesce™ TT01, mais egalement l'organisation genomique dans ladite sequence. 
Ainsi, les utilisations de supports d'enregistrement selon 1'invention sont 6galement des 
objets de Tinvention. 

5 L'analyse d'homologie entre differentes sequences s'effectue en effet 

avantageusement k l'aide de logiciels de comparaison de sequences, tels le logiciel 
Blast, ou les logiciels de la trousse GCG, decrits precedemment. 

L'invention vise 6galement les vecteurs de clonage et/ou d'expression, qui 
contiennent une sequence nucl6otidique selon l'invention. 
10 Les vecteurs selon l'invention comportent de pr6f6rence des el6ments qui 

permettent 1' expression et/ou la secretion des sequences nucleotidiques dans une cellule 
h6te d6terminee. 

Le vecteur doit alors comporter un promoteur, des signaux d'initiation et de 
terminaison de la traduction, ainsi que des regions appropri6es de regulation de la 

1 5 transcription. D doit pouvoir Stre maintenu de fa9on stable dans la cellule hote et peut 
eventuellement poss6der des signaux particuliers qui sp6cifient la s6cr6tion de la 
proteine traduite. Ces differents 616ments sont choisis et optimises par Phomme du 
metier en fonction de l'hote cellulaire utilise. A cet effet, les sequences nucleotidiques 
selon Tinvention peuvent etre inserees dans des vecteurs k replication autonome au sein 

20 de Thote choisi, ou etre des vecteurs integratifs de Th6te choisi. 

De tels vecteurs sont prepares par des m&hodes couramment utilisees par 
rhomme du m6tier, et les clones resultant peuvent etre introduits dans un hote approprie 
par des m6thodes standards, telles que la lipofection, Telectroporation, le choc 
thermique, ou des mdthodes chimiques. 

25 Les vecteurs selon l'invention sont par exernple des vecteurs d'origine 

plasmidique ou virale. lis sont utiles pour transformer des cellules hStes afin de doner 
ou d'exprimer les sequences nucleotidiques selon l'invention. 

Parmi ces vecteurs, on prefere 6galement les vecteurs de clonage, et/ou 
d'expression selon l'invention, caracterises en ce qu'ils contiennent une sequence 

30 nucleotidique choisie parmi les sequences SEQ ID N° 3856 a SEQ ID N° 5825 , SEQ 
JD N° 5835 a SEQ ID N° 10784 ou leur fragment issu du genome de P. luminescens, 
notamment les sequences codant pour les polypeptides a activite toxine, antibiotiques ou 
impliques dans ces activit6s, en particulier ceux precites dont les fonctions annotees au 
tableau I ci-apres correspond^it a ces activity. 
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L'invention comprend egalement les cellules hotes transformees par un vecteur 
selon Pinvention. 

L'h6te cellulaire peut §tre choisi parmi des systemes procaryotes ou eucaryotes, 
par exemple les cellules bacteriennes mais 6galement les cellules de levure ou les 
5 cellules animates, en particulier les cellules de mammiferes. On peut 6galement utiliser 
des cellules d'insectes ou des cellules de plantes. Les cellules hotes preferees selon 
Tinvention sont en particulier les cellules procaryotes, de pr6f<§rence les bact6ries 
appartenant au genre Photorhabdus ou & Pespece Photorhabdus luminescens, plus 
particulierement Photorhabdus luminescens TT01. 

10 L'invention concerne egalement les v6g&aux et les animaux, except6 PHomme, 

qui comprennent une cellule transfonn6e selon Pinvention. Les cellules transformees 
selon Pinvention sont utilisables dans des proc6des de preparation de polypeptides 
recombinants selon Pinvention. Les proc6d6s de pr6paration d'un polypeptide selon 
Pinvention sous forme recombinante, caractfris6s en ce qu'ils mettent en oeuvre un 

15 vecteur et/ou une cellule transform^ par un vecteur selon Pinvention sont eux-memes 
compris dans la pr6sente invention. De pr6f6rence, on cultive une cellule transform^ 
par un vecteur selon Pinvention dans des conditions qui permettent Pexpression dudit 
polypeptide et on r6cup£re ledit peptide recombinant. 

Ainsi qu'il a et6 dit, Phote cellulaire peut etre choisi panni des systemes 

20 procaryotes ou eucaryotes. En particulier, il est possible d'identifier des sequences 
nucleotidiques selon Pinvention, facilitant la secretion dans un tel systeme procaryote 
ou eucaryote. Un vecteur selon Pinvention portant une telle sequence peut done etre 
avantageusement utilise pour la production de proteines recombinantes, destinees a Stre 
s6cret6es. En effet, la purification de ces proteines recombinantes d'int6r6t sera facilit6e 

25 par le fait qu'elles sont pr6sentes dans le sumageant de la culture cellulaire plutot qu'i 
Pinterieur des cellules hotes. 

On peut egalement preparer les polypeptides selon Pinvention par synthase 
chimique. Un tel procedS de preparation est egalement un objet de Pinvention. 
L'homme du m6tier connaJt les procedes de synthese chimique, par exemple les 

30 techniques mettant en oeuvre des phases solides (voir notamment Steward et al., 1984, 
Solid phase peptides synthesis, Pierce Chem. Company, Rockford, 111, 2eme 6d., 
(1984)) ou des techniques utilisant des phases solides partielles, par condensation de 
fragments ou par une synthese en solution classique. Les polypeptides obtenus par 
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synthese chimique et pouvant comporter des acides amines non naturels correspondant 
sont egalement compris dans l'invention. 

Les polypeptides hybrides selon 1' invention sont tres utiles pour obtenir des 
anticorps monoclonaux ou polyclonaux, capables de reconnaitre sp6cifiquement les 
5 polypeptides selon l'invention. 

Ces anticorps polyclonaux ou monoclonaux specifiques peuvent Stre obtenus par 
les m6thodes standards bien connues de rhomtne de Tart, aprfcs immunisation d'un 
mammiffere au moyen de ces polypeptides (ou de leur acide nucleique correspondant) ou 
par exemple selon la methode classique de culture d'hybridome d6crite par KGhler et 
1 0 Milstein (1975, Nature, 256, 495) pour les anticorps monoclonaux. 

De tels anticorps monoclonaux ou polyclonaux, leurs fragments, ou les anticorps 
chimeriques, reconnaissant les polypeptides selon l'invention, sont 6galement objets de 
l'invention. 

Les anticorps selon l'invention sont par exemple des anticorps chim6riques, des 
1 5 anticorps humanisms, des fragments Fab, ou F(ab') 2 . lis peuvent 6galement se presenter 
sous forme d'immunoconjugues ou d'anticorps marqu6s afin d'obtenir un signal 
detectable et/ou quantifiable. 

Ainsi, les anticorps selon l'invention peuvent etre employes dans un proc6de 
pour la detection et/ou l'identification de bacteries appartenant au genre Photorhabdus 
20 et/ou k Pespdce Photorhabdus luminescen dans un echantillon biologique, caract6ris6 en 
ce qu'il comprend les Stapes suivantes : 

a) mise en contact de l'6chantillon biologique avec un anticorps selon l'invention ; 

b) mise en evidence du complexe antigene-anticorps eventuellement forme. 

Les anticorps selon la presente invention sont egalement utilisables afin de 
25 detecter une expression d'un g&ne de Photorhabdus luminescens TT01. En effet, la 
pr6sence du produit d' expression d'un g&ne reconnu par un anticorps specifique dudit 
produit d'expression peut 6tre d6tectee par la presence d'un complexe antigdne- 
anticorps forme apres la mise en contact de la souche de Photorhabdus luminescens 
TT01 avec un anticorps selon l'invention. La souche bact6rienne utilis6e peut avoir 6t€ 
30 «pr6paree», c'est-a-dire centrifugee, lysee, placee dans un reactif approprie pour la 
constitution du milieu propice a la reaction immunologique. En particulier, on pr6fere 
un proc6de de detection de l'expression dans le gSne, correspondant k un Western blot, 
pouvant etre effectu6 apr&s une electrophor&se sur gel de polyacrylamide d'un lysat de 
la souche bacterienne, en presence ou en 1' absence de conditions reductrices (SDS- 
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PAGE). Apres migration et separation des proteines sur le gel de polyacrylamide, on 
transfere lesdites proteines sur une membrane appropriee (par exemple en nylon) et on 
detecte la presence de la proteine ou du polypeptide d'interet, par mise en contact de 
ladite membrane avec un anticorps selon rinvention. 
5 Ainsi, la presente invention comprend egalement les kits ou necessaires pour la 

mise en oeuvre d'un proc6de tel que decrit (de detection de l'expression d'un gene de 
Photorhabdus luminescens TT01, ou pour la detection et/ou 1'identification de bacteries 
appartenant a l'espece Photorhabdus luminescens), comprenant les 61ements suivants : 
a) un anticorps polyclonal ou monoclonal selon 1'invention ; 
10 b) 6ventuellement, les reactifs pour la constitution du milieu propice k la reaction 
immunologique ; 

c) eventuellement, les reactifs permettant la mise en evidence des complexes antigene- 
anticorps produits par la reaction immunologique. 

Les polypeptides et les anticorps selon 1'invention peuvent avantageusement etre 

1 5 immobilises sur un support, notamment une puce a proteines. Une telle puce a proteines 
est un objet de 1'invention, et peut egalement contenir au moins un polypeptide d'un 
micro-organisme autre que Photorhabdus luminescens ou un anticorps dirig6 contre un 
compos6 d'un micro-organisme autre que Photorhabdus luminescens. 

Les puces a prot6ines ou filtres k haute densite contenant des prolines selon 

20 1'invention peuvent etre constitutes de la meme manidre que les puces a ADN selon 
1'invention. En pratique, on peut effectuer la synthese des polypeptides directement 
fixes sur la puce a proteines, ou effectuer une synthese ex situ suivie d'une etape de 
fixation sur ladite puce du polypeptide synth&ise. Cette derniere methode est preferable, 
lorsque Ton desire fixer des proteines de taille importante sur le support, ces proteines 

25 etant avantageusement prdparees par g&rie g6n6tique. Toutefois, si Ton ne d6sire fixer 
que des peptides sur le support de ladite puce, il peut Stre plus intfressant de proc6der k 
la synthese desdits peptides directement in situ. 

Les puces k prolines selon 1'invention peuvent Stre avantageusement utilis6es 
dans des kits ou n6cessaires pour la detection et/ou Identification de bact&ies 

30 associ6es k l'espfece Photorhabdus luminescens ou k un micro-organisme, ou de fa9on 
plus g6n6rale dans des kits ou n6cessaires pour la detection et/ou Identification de 
micro-organismes. Lorsque Ton fixe les polypeptides selon 1'invention sur les puces k 
ADN, on recherche la presence d' anticorps dans les 6chantillons testes, la fixation d'un 
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anticorps selon l'invention sur le support de la puce a proteines pennettant 
1'identification de la proteine dont ledit anticorps est specifique. 

De preference, on fixe un anticorps selon l'invention sur le support de la puce a 
proteines., et on detecte la presence de Pantig&ne correspondant, specifique de 
5 Photorhabdus luminescens. 

Une puce a proteines ci-dessus decrite peut etre utilisee pour la detection de 
produits de genes, pour etablir un profil d' expression desdits genes, en complement 
d'une puce a ADN selon l'invention. Les puces a proteines selon Pinvention sont 
egalement extremement utiles pour les exp6riences de proteomique, qui 6tudie les 
1 0 interactions entre les differentes prolines d'une cellule de plante, d'un animal, tel qu'un 
insecte, ou d'un micro-organisme autre que P. luminescens. 

Ainsi, l'invention comprend egalement une puce a proteine selon l'invention, 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre au moins un polypeptide d'une cellule de 
plante, d'un animal ou d'un micro-organisme autre que P. luminescens, immobilis6 sur 
15 le support de ladite puce, de pr6f6rence ladite cellule ou micro-organisme autre est 
choisie parmi une cellule ou micro-organisme sensible a une toxine ou un antibiotique 
produit par P. luminescens. 

De fa9on simplifies on fixe des peptides representatifs des differentes proteines 
d'un organisme sur un support. Puis, on met ledit support en contact avec des prot6ines 
20 marquees, et apres une 6tape optionnelle de rin9age, on detecte des interactions entre 
lesdites prolines marquees et les peptides fixes sur la puce a proteines. 

Ainsi, les puces k prot6ines comprenant une sequence polypeptidique selon 
l'invention ou un anticorps selon l'invention sont objet de l'invention, ainsi que les kits 
ou necessaires les contenant. 
25 La pr6sente invention couvre egalement un proced6 de detection et/ou 

d'identification de bact6ries appartenant a Tesptee Photorhabdus luminescens dans un 
echantillon biologique, qui met en ceuvre une sequence nucleotidique selon l'invention. 

II doit 6tre entendu que le terme echantillon biologique concerne dans la 
presente invention les 6chantillons preleves k partir d'un organisme vivant (en 
30 particulier sang, tissus, organes ou autres pr61ev6s k partir d'un mammifere) ou un 
echantillon contenant du materiel biologique, c'est-i-dire de l'ADN ou de PARK Un 
tel echantillon biologique comprend aussi les compositions alimentaires contenant des 
bactfries (par exemple les fromages, les produits laitiers), mais 6galement des 
compositions alimentaires contenant des levures (bieres, pains) ou autres. Le terme 
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Echantillon biologique concerae aussi les bacteries isolees a partir de ces pr61evements 
ou compositions alimentaires. 

Le procede de d&ection et/ou ^identification mettant en oeuvre les sequences 
nucl6otidiques selon 1'invention peut etre de diverse nature. 
5 On prefere un procede comportant les etapes suivantes : 

a) 6ventuellement, isolement de l'ADN k partir de 1'echantillon biologique a analyser, 
ou obtention d'un ADNc k partir de PARN de 1'echantillon biologique ; 

b) amplification spScifique de l'ADN de bact6ries appartenant a 1'espece 
Photorhabdus luminescens k l'aide d'au moins une amorce selon 1'invention ; 

10 c) mise en Evidence des produits ^amplification. 

Ce proc6d6 est bas6 sur l'amplification specifique de l'ADN, en particulier par 
une reaction d'amplification en chatne. 

On prefere 6galement un procede comprenant les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique selon 1'invention avec un echantillon 
15 biologique, l'acide nucleique contenu dans 1'echantillon biologique ayant, le cas 

echeant, prealablement ete rendu accessible a Phybridation, dans des conditions 
pennettant l'hybridation de la sonde a l'acide nucleique d'une bact6rie appartenant 
a 1'espece Photorhabdus luminescens ; 

b) mise en evidence de l'hybride eventuellement foime entre la sonde nucleotidique et 
20 l'ADN de l'tehantillon biologique. 

Un tel proc6de ne doit pas §tre limite k la detection de la presence de l'ADN 
contenu dans l'6chantillon biologique a tester, il peut etre egalement mis en ceuvre pour 
d6tecter l'ARN contenu dans ledit echantillon. Ce procede englobe en particulier les 
Southern et Northern blot. 
25 Un autre procede prefere selon 1'invention comprend les etapes suivantes : 

a) mise en contact d'une sonde nucleotidique immobilisee sur un support selon 
1'invention avec un echantillon biologique, l'acide nucl&que de l'Schantillon, 
ayant, le cas echeant, 6t6 pr6alablement rendu accessible k l'hybridation, dans des 
conditions pennettant l'hybridation de la sonde k l'acide nucl6ique d'une bacterie 

30 appartenant a 1'espece Photorhabdus luminescens ; 

b) mise en contact de l'hybride forme entre la sonde nucleotidique immobilisee sur un 
support et l'acide nucleique contenu dans l'6chantillon biologique, le cas 6ch6ant 
apres elimination de l'ADN de 1'echantillon biologique n' ayant pas hybride avec la 
sonde, avec une sonde nucleotidique marquee selon 1'invention ; 
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c) mise en evidence du nouvel hybride formE & Petape b). 

Ce precede est avantageusement utilise avec une puce a ADN selon Pinvention, 

l'acide nucleique recherch6 s'hybridant avec une sonde prEsente a la surface de ladite 

puce, et Etant detectE par I 5 utilisation d'une sonde marquee. Ce procEdE est 
5 avantageusement mis en oeuvre en combinant une Etape prealable d'amplification de 

PADN ou de PADN complementaire obtenu eventuellement par transcription inverse, a 

Paide d'amorces selon Pinvention. 

Ainsi, la presente invention englobe Egalement les kits ou necessaires pour la 

dEtection et/ou Pidentification de bactEries appartenant & Pespece Photorhabdus 
0 lurninescens, caractErisE en ce qu'il comprend les ElEments suivants : 

a) une sonde nuclEotidique selon Pinvention ; 

b) Eventuellement, les reactifs necessaires k la mise en oeuvre d'une reaction 
d'hybridation ; 

c) 6ventuellement, au moins une amorce selon Pinvention ainsi que les reactifs 
5 nEcessaires a une reaction d'amplification de PADN. 

De meme, la presente invention englobe egalement les kits ou necessaires pour 
la dEtection et/ou ^identification de bactEries appartenant k Pespece Photorhabdus 
luminescens TT01, caractErisE en ce qu'il comprend les ElEments suivants : 
a) une sonde nuclEotidique, dite sonde de capture, selon Pinvention ; 
3 b) une sonde oligonuclEotidique, dite sonde de relation, selon Pinvention ; 

c) Eventuellement, au moins une amorce selon Pinvention ainsi que les rEactifs 
nEcessaires & une reaction d'amplification de l'ADN. 

Enfin, les kits ou necessaires pour la detection et/ou Pidentification de bactEries 
appartenant a PespEce Photorhabdus luminescens, caractErisEs en ce qu'ils comprennent 
5 les Elements suivants : 

a) au moins une amorce ou une sonde selon Pinvention ; 

b) eventuellement, les reactifs nEcessaires pour effectuer une reaction d'amplification 
d'ADN ; 

c) eventuellement, un composant permettant de verifier la sEquence du fragment 
) amplifiE, plus particuliErement une sonde oligonuclEotidique selon Pinvention, 

sont egalement objets de la prEsente invention. 

De prEfErence, lesdites amorces et/ou sondes et/ou polypeptides et/ou anticorps 
selon la prEsente invention utilisEs dans les procEdEs et/ou kits ou necessaires selon la 
presente invention sont choisis panni les amorces et/ou sondes et/ou polypeptides et/ou 
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anticorps specifiques de l'espece Photorhabdus luminescens. De maniere preferee, ces 
61ements sont choisis paimi les sequences nucleotidiques codant pour une proteine 
secr&6e, panni les polypeptides secretes, on parmi les anticoips diriges contre des 
polypeptides secretes de Photorhabdus luminescens. 
5 La presente invention a egalement pour objet les souches de Photorhabdus 

luminescens TT01 contenant une ou plusieurs mutation(s) dans une sequence 
nucl6otidique selon V invention, en particulier une sequence ORF, ou leurs Elements 
regulateurs (en particulier promoteurs). 

On prefere, selon la presente invention, les souches de Photorhabdus 

10 luminescens TT01 pr6sentant une ou plusieurs mutation(s) dans les sequences 
nucleotidiques codant pour des polypeptides de preference a activite de type toxine ou 
antibiotique, ou impliques dans leur biosynthese, ou encore sous un autre aspect 
impliqu6s dans la machinerie cellulaire, en particulier la secretion, le metabolisme 
intenn6diaire central, le metabolisme energetique, les processus de synthese des acides 

1 5 amin6s, de transcription et de traduction, de synthese des polypeptides. 

Lesdites mutations peuvent mener a une inactivation du gene, ou en particulier 
lorsqu'elles sont situees dans les elements r6gulateurs dudit gfene, a une surexpression 
de celui-ci. 

Selon la presente invention, les souches de Photorhabdus luminescens TT01 
20 pr6sentant une ou plusieurs mutation(s) pourront Stre utilis6es pour valider la fonction 
de g&ne sauvage de Photorhabdus luminescens. 

L'invention conceme en outre l'utilisation d'une sequence nucleotidique selon 
1'invention, d'un polypeptide selon l'invention, d'un anticorps selon Tinvention, et/ou 
d'une cellule selon l'invention, pour la selection de compos6 organique ou inorganique 
25 capable de moduler, de r6guler, d'induire ou d'inhiber l'expression de genes d'une 
cellule v6g6tale ou animale, ou d'mi micro-organisme autre que P. luminescens, dont, 
par exemple, on veut modifier la resistance ou la sensibilite a au moins une toxine ou 
antibiotique produit par P. luminescens. 

L'invention comprend egalement une m&hode de selection de composes 
30 capables de se lier a un polypeptide ou un de ses fragments selon l'invention, capables 
de se lier a une sequence nucldotidique selon l'invention, ou capables de reconnaitre un 
anticorps selon Tinvention, et/ou capables de moduler, de reguler, d'induire ou d'inhiber 
l'expression de genes, et/ou de modifier la croissance ou la replication cellulaire de 
cellules eucaryotes ou procaryotes, ou capables d'induire, d'inhiber ou d'accroitre chez 
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un organisme animal ou vegetal la resistance ou la sensibilite k au moins une toxine ou 
antibiotique produit par P. luminescens, ladite m6thode comprenant les 6tapes 
suivantes : 

a) mise en contact dudit compose avec ledit polypeptide, ladite sequence 
5 nucleotidique et/ou avec une cellule transformee selon 1'invention ; 

b) determination de la capacite dudit compos6 k se lier avec ledit polypeptide ou ladite 
sequence nucleotidique, ou de moduler, de reguler, d'induire ou d'inhiber 
Texpression de genes, ou de moduler la croissance ou la replication cellulaire, ou 
d'induire, d'inhiber ou d'accroitre chez un organisme animal ou vegetal la 

0 resistance ou la sensibilite a au moins une toxine ou antibiotique produit par P. 

luminescens, 

Les cellules transformees selon 1'invention, pourront avantageusement servir de 
modele et etre utilisees dans des proc6d6s pour 6tudier, identifier et/ou s61ectionner des 
composes susceptibles d'etre responsables de la resistance ou la sensibilite k au moins 
5 une toxine ou antibiotique produit par P. luminescens. Les composes susceptibles d'Stre 
selectionnes peuvent etre des composes organiques tels que des polypeptides ou 
hydrates de carbone ou tous autres composes organiques ou inorganiques deja connus, 
ou des composes organiques nouveaux elabores a partir de techniques de modelisation 
moleculaire et obtenus par synthese chimique ou biochimique, ces techniques etant 
0 connues de Fhomme de Tart. 

L' invention concerne les composes susceptibles d'etre s61ectionnes par une 
m6thode de selection selon Tinvention. 

L'invention concerne egalement une composition, notamment pesticide ou 
pharmaceutique, comprenant un compose choisi parmi les composes suivants : 
5 a) une sequence nucleotidique selon l'invention ; 

b) un polypeptide selon l'invention ; 

c) un vecteur selon l'invention ; 

d) un anticorps selon l'invention ; et 

e) un compose susceptible d'etre selectionne par une methode de selection selon 
0 l'invention, 

eventuellement en association avec un vehicule pharmaceutiquement acceptable. 

L'invention concerne aussi une composition pharmaceutique selon l'invention 
pour la prevention ou le traitement d'une infection par un micro-organisme, tel qu'une 
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bacterie ou un champignon, sensible k au moins une toxine ou antibiotique produit par 
P. luminescens. 

L'invention concerne aussi une composition pesticide, notamment contre les 
insectes, bacteries et/ou champignons, selon l'invention, pour la prevention ou le 
5 traitement de plantes infectees par des animaux, tels que des insectes, ou par un micro- 
organism^ tel qu'une bacterie ou un champignon, sensible k au moins une toxine ou 
antibiotique produit par P. luminescens. 

L'invention comprend aussi 1'utilisation d'une cellule transformee selon 
l'invention, pour la preparation d'une toxine ou d'un antibiotique produit par P. 
10 luminescens. 

On entend d6signer par v6hicule pharmaceutiquement acceptable, un compose 
ou une combinaison de composes entrant dans une composition pharmaceutique ne 
provoquant pas de reactions secondares et qui permet par exemple la facilitation de 
I'administration du compose actif, 1' augmentation de sa dur6e de vie et/ou de son 
15 efficacite dans Torganisme, 1'augmentation de sa solubilite en solution ou encore 
l'amelioration de sa conservation. Ces vehicules pharmaceutiquement acceptables sont 
bien connus et seront adapt6s par lTiomme de l'art en fonction de la nature et du mode 
d'administration du compose actif choisi. 

De preference, ces composes pharmaceutiques seront administres par voie 
20 systemique, en particulier par voie intraveineuse, par voie intramusculaire, 
intradermique ou sous-cutanee, ou par voie orale. 

Leurs modes d'administration, posologies et fonnes galeniques optimaux 
peuvent Stre determines selon les criteres generalement pris en compte dans 
l'etablissement d'un traitement adapte a un patient comme par exemple 1'age ou le 
25 poids corporel du patient, la gravite de son etat general, la tolerance au traitement et les 
effets secondares constates. 

P .Tifm 3 l'invention comprend 1'utihsation d'une composition selon l'invention, 
pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou le traitement d'une 
infection par un micro-organisme, tel qu'une bacterie ou un champignon, sensible k au 
30 moins une toxine ou antibiotique produit par P. luminescens. 

Par ailleurs, la presente invention a egalement pour objet une banque d'ADN 
genomique d'une bacterie du genre Photorhabdus, de manidre preferee, Photorhabdus 
luminescens, de maniere prefer6e la souche TT01. 
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Les banques d'ADN genomique decrites dans la presente invention, en 
particulier la banque BAC depos6e a la CNCM le 12 mai 2000 sous le n° 1-2478 et qui 
recouvre le genome de Photorhabdus luminescens TT01 . 

L'invention concerne 6galement un proc6de d'identification d'au moins une 
5 sequence nucl6otidique de P. luminescens non presente dans le genome d'une autre 
espece de bacterie, notamment pathogene, et/ou d'identification d'au moins une 
sequence nucteotidique d'un g£nome d'une bacterie, notamment pathog&ne, d'une autre 
espece que P. luminescens et non presente dans le g£nome de P. luminescens, 
caracteris£e en ce qu'elle comprend les etapes suivantes : 
10 a) on aligne les sequences nucleotidiques de P. luminescens selon l'invention, ou 
contenues dans une banque genomique selon Pinvention, avec la sequence 
g6nomique de l'autre espece de bacterie, ou 1'un de ses fragments ; et 
b) on traite les donnees obtenues par cet alignement pour isoler et identifier la ou 
lesdites sequences uniquement pr6sentes dans 1'un ou l'autre g6nome. 
1 5 Une telle methode, appelee encore « genomique soustractive » peut Stre utilisee 

ici pour identifier une sequence responsable de la pathogenicity d'une bacterie, telle 
qu'une bacterie gram negative, dont la bacterie P. luminescens, non pathogene, peut 
servir de module de comparaison. 

La presente invention concerne ainsi les methodes pour l'isolement d'un 
20 polynucleotide d'interet present chez une souche de Photorhabdus et absente chez une 
autre souche ou espece, qui utilise au moins une banque d'ADN basee par exemple sur 
un plasmide pcDNA2.1 contenant le genome de Photorhabdus. La methode selon 
l'invention pour l'isolement d'un polynucleotide d'interet peut comprendre les etapes 
suivantes : 

25 a) isoler au moins un polynucleotide contenu dans un clone de la banque d'ADN 
d'origine de Photorhabdus ; 
b) isoler : 

- au moins un polynucleotide genomique ou ADNc d'une bacterie, ladite bacterie 
appartenant a une souche ou espfcce diBSrente de la souche Photorhabdus utilisee 

30 pour la construction de la banque d'ADN de l'etape a) ou, de fa9on alternative, 

- au moins un polynucleotide contenu dans un clone d'une banque d'ADN prepare 
a partir du genome d'une bacterie appartenant k une souche ou espece diffSrente de 
la souche Photorhabdus utilisee pour la construction de la banque d'ADN de 
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I'&ape a) et hybrider le polynucleotide de l'&ape a) au polynucleotide de l'etape 

b); 

c) seiectionner les polynucleotides de l'6tape a) qui n'ont pas forme de complexe 
d'hybridation avec les polynucleotides de l'etape b) ; 
5 d) caracteriser le polynucleotide selectionn6. 

On peut preparer le polynucleotide de l'etape a) par la digestion d'au moins un 
clone recombinant avec une enzyme de restriction appropri6e, et de fa9on optionnelle, 
l'amplification de l'insert polynucleotide qui en resulte. 

Ainsi, la methode de l'invention permet k 1'homme du metier d'effectuer des 
1 0 etudes genomiques comparatives entre une bacterie du genre Photorhabdus, et entre par 
exemple une souche ou espece pathogene. 

En particulier, il est possible d'etudier et de determiner les regions de 
polymorphisme entre lesdites souches. 

15 La pr6sente invention concerne egalement l'utilisation des sequences nucieiques 

ou des polypeptides selon la presente invention : 

- pour la preparation de bio-pesticides, notamment d'entomotoxines, 
d'antibiotiques, d'antifongiques ou de cytotoxines, 

- pour la secretion de proteines, 
20 - comme facteurs de virulence, 

- pour le contraie par 1'intennediaire du quorum-sensing, pour Identification de 
cibles pour les maladies humaines dont Photorhabdus luminescens est un modele (en 
particulier la peste ou la coqueluche), et 

- pour Identification de cibles contre les bacteries Gram negatives pathogenes 
25 par la methode de genomique soustractive (comme par exemple par comparaison avec 

E. Coli ou d'autres bacteries pathogenes gram negatives). 

La presente invention concerne egalement Tutilisation des polypeptides selon la 
presente invention pour le criblage de composes capables de moduler l'activite de ces 
polypeptides, notamment les polypeptides a activite enzymatique. 
30 D'autres caracteristiques et avantages de l'invention apparaissent dans les 

exemples suivants : 



EXEMPLES 

F Ypmnle 1 : Materiels et M6thodes 
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La strategic de sequen9age du genome de Photorhabdus luminescens souche 
TT01 repose sur un sequen9age alleatoire (shot-gun). La premiere etape de ce travail a 
consiste a doner l'ADN genomique de la bacterie Photorhabdus luminescens dans 
differents vecteurs (plasmides et BAC). 
5 Banques d'ADN genomique de Photorhabdus luminescens utilisees. 
Trois banques d'ADN genomique ont et6 realisees : 

1) - Une banque d'ADN genomique dans un vecteur bacterien a haut nombre de 
copies (pcDNA2.1, Invitrogen). Taille moyenne des inserts 1,5 kb. 

H) - Une banque d'ADN genomique dans un vecteur bacterien a faible nombre 
10 de copies (pSYX34). Taille moyenne des inserts 10 kb. 

HI) - Une banque d'ADN genomique dans un vecteur BAC (pBeloBACll, 
California Institute of Technology). Taille moyenne des inserts 50 k 100 kb. 

Deux batchs d'ADN de la souche TT01 de la bact6rie Photorhabdus 
1 5 luminescens ont ete extraits le 30/10/1998 et le 14/04/1999. 

I) Etablissement d'line banque d'ADN genomique dans le vecteur bacterien 
pcDNA2.1 (Invitrogen^ 

A) Preparation du vecteur : ncDNA2.1 

20 Nous avons prepare le plasmide pcDNA2.1, en r£alisant en paraltele deux 

midipreps (KIT QIAGEN) selon les conditions pr6conis6es par le fabricant. Le vecteur 
pcDNA2.1 a £te dig&re par Tenzyme de restriction BstXl. 

B) Preparation de l'ADN chromosomique de Photorhabdus luminescens souche 
TT01 et ligation dans le vecteur pcDNA2. 1 

25 1) Dissolution de l'ADN 

Un culot sec d'ADN genomique de la souche TT01 prepare le 30/10/98 a ete 
repris dans 200 |il de TE 10:1 puis dissout 30 min a 65°C. Sa concentration a ete 
estim6e£0,15 p.g/p.1. 

2) NSbulisation de l'ADN 

30 50 d'ADN genomique de la souche TT01 dans 2 ml d'H 2 0 qsp ont ete 

nebulises durant 45 sec k une pression de 1 bar d'azote, centrifuges 2 min k 600 rpm 
afin de recup6rer la totalit6 du volume. 

3) Precipitation de l'ADN 
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Cet ADN a ensuite ete precipite a l'ac&ate de sodium (2 ml d'ADN + 0,2 ml 
d'acetate de Na 3M pH 5,2 + 5 ml d'6thanol absolu ; 2 h k - 20°C ; centrifuge k 30 min 
a 14 000 rpm, 4°C puis redissous dans 100 y.1 d'eau. 

4) Analyse de FADN 

5 4 |il ont ete deposes sur un gel d f agarose a 1 % en TBE. 

Des fragments d'ADN de la taille attendue 500 pdb a 3 kb ont 6t6 visualis6s. 

5) Reparation de l'ADN 

Afin de rendre les extr6mit<§s des fragments d'ADN franches (blunt end) une 
reparation k l'aide de la T4 DNA polymerase a 6t6 effectuee. 
1 0 Dans 2 tubes s6pares on melange : 

- 48 |xl d' ADN.de l'&ape 3), 
-100nld'H 2 O, 

- 20 fxl de tampon de ligation 5X, 

- 2 \x\ de dNTP mix (10 mM), 

15 - 5 |il de T4 DNA polymerase (Boehringer). 

On incube 25 min a temperature ambiante puis on arr&e la reaction par 
chauffage 15 min a 75°C. 

6) Precipitation de l'ADN 

Cet ADN a ensuite 6te precipite la nuit a - 20°C k l'acetate de sodium (1/10 
20 du volume d'Ac6tate de Na et 2,5 volume d'6thanol absolu), centrifuge puis le culot 
d' ADN obtenu a et6 s6ch6 k 1* air et redissout dans 30 \il d'eau. 

7) Ligation de FADN 

Cet ADN a 6t6 ligu6 une nuit k 16°C aux adapteurs Bstx A + Bstx B 
(Invitrogen) en presence de 2 \i\ de ligase. 
25 8) Preparation des inserts 

Aprfcs migration de l'ADN ligu6 aux adaptateurs dans un gel d'agarose a 1 %, 
en TAE k 70 Volts, la region d'int6ret (comprise entre 1 et 3 Kb) a 6te decouple en 
quatre fragments. 

9) Purification des inserts 

30 Les fragments d'agarose contenant les regions d'interets ont et6 purifies par 

Geneclean (BIO101) selon les conditions pr6conis6es par le fabricant 

Un aliquot a ete d6pos6 sur un minigel d'agarose pour valider la qualite de la 
. purification. 

10) Ligation des inserts dans le vecteur pCDNA2.1 (Invitrogen) 
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- 4 nl d'ADN (insert apres l'etape de purification Geneclean, etape 9), 

- 2 \il de plasmide pCDNA2.1 (apr&s T6tape de digestion BstXl puis 
purification Geneclean), 

- 2 nl de tampon de ligation (10X), 
5 - ajouter 2 (il de ligase, 

- 10 \il H 2 0 (volume total : 20 
Incubation une nuit a 16°C. 
1 1) Transfonnation de cellules ultracompetentes XL2 Blue (Stratagene) 

La banque d'ADN genomique obtenue & l'etape 10 a ete integree dans les 
0 cellules ultracompetentes XL2 Blue (Stratagene) selon les conditions pr6conisees par le 
fabricant. 

L' analyse des inserts de 24 clones par digestion par l'enzyme de restriction 
PvuH et par sequen9age des extremites a ete effectuee et a donne des r6sultats 
satisfaisants. 

5 

II) Etablissement d'une banque d'ADN genomique dans le vecteur bacterien 
PSYX34 

La technique de remplissage partiel (PARTIAL FELL-IN), dSveloppee dans le 
laboratoire, nous a permis de construire une banque d'ADN g6nomique de la souche 
0 TT01 de la bact&ie Photorhabdus luminescens clonee dans le plasmide pSYX34 (taille 
des inserts environ 10 Kb). 

Note : dans ce cas, la digestion par Fenzyme de restriction Sal I, du vecteur pSYX34, 
lib&re les extremites suivantes : 

y TCGAC- 

5 G- 5' 

Le PARTIAL FILL-IN a 6t6 realise, en pr&ence des dSoxynucleotides dCTP et 

dTTP. 

5'TCGAC- 
CTG-5' 

3 A) Preparation du vecteur : pSYX34 

1) Obtention du vecteur 

On a prepar6 du plasmide pSYX34, en rSalisant en parall&e deux midipreps, 
KIT QIAGEN selon les conditions pr6conisees par le fabricant 

2) Digestion du plasmide pSYX34 par r enzyme de restriction Sal I 
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Le volume final sera de 100 jil : 
-20fdpSYX34, 
- 10 \il de tampon H, 
-66 nldH 2 0, 
5 -4jilSalL 

Incubation 2 h&37°C. 

Un aliquot ainsi qu'un marqueur de poids moleculaire ont 6te deposes sur un 
minigel d'agarose pour valider la quality de la purification. 

3) Extraction au chloroforme > 

10 L'extraction au chloroforme permet d'axreter la digestion enzymatique, et 

d'61iminer toutes traces proteiques. 

Aprfes digestion, on r&upfcre 95 |a.l, 

+ 105jilTE10mM, 

+ 200 jil chloroforme. 
1 5 Vortexer, centrifuger 1 min a 1 000 rpm. 

R6cup6rer la phase aqueuse (phase superieure). 

4) Pr6cipitation k Tac6tate de sodium 

- Ajouter 1/10 du volume d'acetate de sodium (3 M, pH : 5,2) soit 20 jil, 

- puis 2,5 volumes d'6thanol absolu propre, soit 500 nl (flacon garde k - 

20 20°C). 

- Laisser k - 20°C, au moins 1 heure (il est possible de laisser a - 20°C durant 

la nuit). 

- Centrifuger a 4°C (chambre froide) durant 30 min, a 14.000 rpm. 

- Eliminer le surnageant k l'aide de la pompe a vide. 

25 - Ajouter 400 \i\ d'6thanol a 70 %, centrifuger k 4°C, 5 min a 14.000 rpm. 

- Eliminer le surnageant 4 l'aide de la pompe a vide, laisser secher environ 
une heure sur la paillasse. 

- Resuspendre le culot dans 20 p.1 de TE 10 mM (l/10). 

5) Partial fill-in 

30 Volume final de la faction : 50 ^1 ; 20 |xl de pSYX34 digfre par Sal I 

- 5 jil de tampon synthesis, 

r 2,5 nl de mix nucteotides (C-T) 1 mM, 

- 20,5 nl d'eau, 
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-2 filde Klenow(2U/(il). 

Laisser 30 min a temperature ambiante. 

Verification sur minigel d'agarose a 1 % puis congelation a - 20°C. 
Melange des nucleotides C-T : 
5 melanger : 

- 2 nl de nucleotides T (1 00 mM), 

- 2 ]il de nucleotides C (100 mM), 
- 16 nl de TRIS 10 mM, pH = 7,5. 

Les nucleotides sont ainsi dilues au 1/10, pour une concentration de 10 mM. 
10 Une seconde dilution au 1/10 dans du tampon TRIS 10 mM, sera r6alisee 

pour avoir une concentration de 1 mM. 

D'autre part, au cours de la reaction, les nucleotides sont dilues au 1/20 (2,5 
111 dans 50 \lY), concentration finale ainsi obtenue de 50 fiM en nucleotides. 

6) Purification du vecteur pSYX34 : gel preparatif 

1 5 Preparer un gel dagarose k 1 %, en TAE, des grands puits seront pr6vus pour 

nos echantillons. 

Reprendre 30 p.1 de pGB2 apres le partial fill-in (il restera done 20 jil au 
congelateur), ajouter 6 \il de solution de depot. En parall&e, deposer le marqueur de 
poids moteculaire dans les proportions suivantes : 
20 -5filH 2 0, 

- 5 ]il du marqueur 1 Kb DNA, 

- 2 fxl de la solution de d£p6t. 
Laisser migrer a 70 Volts. 

D6couper le gel cot6 marqueur sk 1'aide d'un scalpel, et reperer, en prenant une 
25 photo et a l'aide d'une regie, la region qui nous intdresse, dans notre cas on prendra la 
bande correspondant k 4 Kb. Chaque Schantillon sera coupe en deux. Le ppids de 
chaque echantillon nous indiquera son volume approximatif. 

Nous aurons done quatre echantillons k purifier par la technique Geneclean II. 

7) Purification du vecteur pSYX34 

30 - Reprendre dans 3 volumes de solution Iodure de Sodium (1 ml pour un 

6chantillon de 0,2 g), mettre a 49°C, en agitant toutes les 2 min, jusqu'a complete 
dissolution de l'agarose. 

- Ajouter 8 fil de micro-billes : GLASSMILK R, laisser 5-10 min a 
temperature ambiante, l'ADN se fixe sur les micro-billes. 
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- Centrifuger 2 min a 14.000 rpm, eliminer le sumageant par aspiration. 

- Laver 3 fois avec la solution New Wash (600 p.l/eppendorf, vortexer, 
centrifuger quelques secondes a 10.000 ipm), cette solution a 6t6 pr^paree et est gardee 
i-20°C. 

5 - Resuspendre le culot dans 10 \il dTfeO, vortexer, laisser 5 min k 49°C. Ceci 

permet k TADN de se decrocher des micro-billes. 

- Centrifuger 2 min a 14.000 tpm. 

- Recup&er les surnageants dans de nouveaux eppendorfs (N° 1 et N° 2, ...). 

- Ajouter k nouveau 10 |xl d'H 2 0 sur les culots, pour etre stir de tout 
1 0 recup6rer, vortexer, laisser 2 min a 49°C. 

- Centrifuger 2 min a 14.000 rpm, 

- R6cup6rer les surnageants dans les eppendorfs pr6c6dents (N° 1 et N° 2, ...). 

- Nous avons environ 20 ^1 de sumageant, centrifuger 2 min a 14.000 rpm. 

- Transferer les surnageants dans de nouveaux eppendorfs, de mantere a etre 
15 sfir qu f il ne reste plus de micro-billes. 

- D6poser sur un minigel d'agarose k 1 %, 1 ^1 de chaque pr6paiation (+ 5 p.1 
d'H 2 0 + 2 |il de solution de depot), laisser migrer k 80 volts, 2 heures. 

On gardera les echantillons les plus concentres, ils seront alors congeles a 

- 20°C. 

20 Preparation de TADN chromosomique de Photo rhabdus luminescens souche 

TT01 

1) Dissolution de PADN 

Un culot sec d'ADN g&iomique de la souche TT01 a 6te repris dans 200 jxl de 
TE 10:1 puis dissous 30min a 65°C. Sa concentration a &6 estimee a 0,15 |ig/jiL 
25 2) Digestion partielle de FADN g&iomique par l'enzyme de restriction Sau3 A 

15 nl d'ADN ont 6t6 dig6r6s par 2 ou 1 ou 0,5 ou 0,25 ou 0,125 ou 0,0625 ou 
0,03125 unites d' enzyme de restriction Sau3A pendant 1 h a 37°C. 
3) Extraction au chloroforme 

L'extraction au chlorofonne nous permet d'arrSter la digestion enzymatique, 
30 et d'eliminer toutes traces prot6iques. 

Aprfcs digestion, on recupfcre 1 00 jal d f ADN chromosomique. 

+ 100*ilTE10mM 

+ 200 p.1 chlorofonne 

Vortexer, centrifuger 1 min k 1000 rpm. 
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Recup6rer la phase aqueuse, phase superieure, comportant l'ADN 
chromosomique. 

4) Precipitation a I s acetate de sodium 

Ajouter 1/10 du volume, d'acetate de sodium (3M, pH : 5,2) soit 20 fiL 
5 Puis 2,5 volumes d'ethanol absolu propre, soit 500 \i\ (flacon garde a - 20°C). 

Laisser k - 20°C, au moins 1 heure (il est possible de laisser a - 20°C durant la 

nuit). 

Centrifuger a 4°C (chambre froide) durant 30 min, a 14.000 rpm. 
Eliminer le surnageant a Taide de la pompe a vide. 
0 Ajouter 400 nl d'6thanol a 70 %, centrifuger a 4°C, 5 min a 14.000 ipm. 

Eliminer le surnageant a 1'aide de la pompe a vide, laisser secher environ une 
heure sur la paillasse. 

Resuspendre le culot dans 20 p.1 H 2 0. 

5) Verification des digestions partielles, apres precipitation k l'acftate de 
5 sodium. 

Preparer un gel d'agarose a 1 % en TBE. Deposer 1/10 du volume total des 
precipitations, soit 2 \il d'ADN + 8 \il d!H 2 0 + 2 \i\ de solution de depot. 

En parallele, deposer un marqueur de poids moleculaire : 1 jxl + 9 \il d'HzO + 
2 |Ltl de solution de dep6t. 
D 6) Partial Fill-in 

Volume final de la reaction : environ 50 fj.1 

- 36 ^1 d'ADN partiellement digere (ADN digere par 0,25 ou 0,125 ou 0,0625 
ou 0,03 125 unites d' enzyme de restriction Sau3A) 

- 5 \il de tampon synthesis 

5 - 10 |xl de mix nucleotides (A-G) ImM => concentration finale : 200 ^iM 

-2 pi deKlenow(2U/jil). 
Laisser 30 min a temperature ambiante. 
Melange des nucleotides A-G 
Melanger : 

) -2 jilde nucleotides A (100 mM) 

- 2 nl de nucleotides G (100 mM) 
- 16 ixl de TRIS 10 mM, pH = 7,5. 

Les nucleotides sont ainsi dilu6s au 1/10, on a une concentration delO mM. 
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Une seconde dilution au 1/10 dans H 2 0 sera r6alis6e, on a done une 
concentration de 1 mM. 

7) Extraction au chlorofonne 

L'extraction au chloroforme permet d'arreter la digestion enzymatique, et 
5 d'eliminer toutes traces proteiques. 

Apres digestion, on recupfcre 53 ^1 d ! ADN chromosomique. 
+ 47tilTE10mM 
+ 100 \i\ chlorofonne 
Vortexer, centrifuger 1 min k 1000 tpm. 
10 Recuperer la phase aqueuse, phase superieure, comportant TADN 

chromosomique. 

8) Pr6cipitation k Pac6tate de sodium 

Ajouter 1/10 du volume, d'acftate de sodium (3M, pH : 5,2) soit 10 
Puis 2,5 volumes d'6thanol absolu propre, soit 250 fil (flacon gard6 a - 20°C). 
1 5 Laisser a - 20°C, au moins 1 heure (il est possible de laisser a - 20°C durant la 

nuit). 

Centrifuger a 4°C (chambre froide) durant 30 min, a 14.000 rpm. 
Eliminer le surnageant k Taide de la pompe a vide. 
Ajouter 400 jjlI d'6thanol k 70 %, centrifuger a 4°C, 5 min a 14.000 rpm. 
20 Elimin er le surnageant a l'aide de la pompe a vide, laisser secher environ une 

heure sur la paillasse. 

Resuspendre le culot dans 20 \il H2O. 

9) Purification de 1' ADN chromosomique : Gel pr6paratif 

Preparer un gel d'agarose a 1 %, en TAE, des grands puits seront pr6vus pour 
25 nos 6chantillons. 

Reprendre la totality d'ADN, soit 20 jil, ajouter 4 \il de solution de dSpot. En 
parallfele, deposer le marqueur de poids mol6culaire dans les proportions suivantes : 

- 5 \il H 2 0 

- 5 nl du marqueur 1 Kb DNA 
30 - 2 \xl de la solution de depot. 

Laisser migrer k 70 Volts. 

D6couper le gel c6t6 marqueur a l'aide d'un scalpel, et reperer, en prenant une 
photo et k l'aide d ! une rfcgle, la region interessante. Les fragments d'ADN etant longs, on 
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utilisera pour purifier l'ADN, des colonnes SPIN X de chez COSTAR, ceci evitera de 
couper l'ADN chromosomique. 

10) Purification : Colonne SPIN X 

Apres avoir rScupere les di£fi£rents morceaux d'agarose, dans les colonnes 
5 SPIN X, ajouter 200 pi de TE 10 mM, puis broyer a l'aide d'une spatule. 

Ceci pourra Stre gard6 a 4°C. Puis centrifuger 20 min a 5000 rpm. L'agarose 
sera retenue sur les filtres, alors que TADN chromosomique, sera retrouve au fond du 
tube. 

11) Extraction au chloroforme 

1 0 L'extraction au chloroforme permet d'eliminer toutes traces proteiques . 

On recupdre 800 pi d'ADN chromosomique. 
+ 800 pi chloroforme. 
Vortexer, centrifuger 1 min a 1000 rpm. 

Recup&rer la phase aqueuse, phase superieure, comportant TADN 
1 5 chromosomique. 

12) Precipitation a Tacetate de sodium 

Ajouter 1/10 du volume, d'ac6tate de sodium (3 M, pH : 5,2) soit 80 jxl. 
Puis, 800 pi d'isopropanol. 

Laisser a - 20°C, au moins 1 heure (il est possible de laisser k - 20°C durant 

20 lanuit). 

Centrifuger k 4°C (chambre froide) durant 30 min, a 14.000 rpm. 
Eliminer le surnageant k l'aide de la pompe a vide, 
Ajouter 400 pi d'6thanol k 70 %, centrifuger a 4°C, 5 min a 14.000 rpm. 
Eliminer le surnageant k l'aide de la pompe a vide, laisser s6cher environ 
25 une demie heure sur la paillasse, et 2 min sous vide. 

Resuspendre le culot dans 20 pi TE (0,1 X soit ImM). 
Incuber 10 min a 65°C. 

Incuber environ 4 heures a 4°C, de maniere a ce que TADN soit bien 

resuspendu. 

30 Verification sur minigel d'agarose k 1 %, mettre en parallele un marqueur de 

poids mol6culaire. 



C) Ligation de l'ADN chromosomique de Photorhabdus luminescens souche TT01 
dans le vecteur pSYX34 
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Reprendre 6 ^1 d'ADN chromosomique. 
Ajouter2nl depSYX34. 

Ajouter 2 (il de tampon de ligation (LB : ligation buffer). 
Ajouter 2 ^1 de ligase. 
5 Puis 8 \d H 2 0 (volume total : 20 

En parallele, faire un temoin de ligation, en rempla9ant l'ADN chromosomique 
P arduTEO,lX(lmM). 

Vortexer, laisser une nuit a 16°C. 

1 0 Transformation de cellules ultracompetentes XL1 0-Gold Kanr (Stratagene) 

La banque d'ADN genomique obtenue a l'Stape prec6dente a 6t6 intfgnSe dans 
les cellules ultracompetentes XL10 Gold Kanr (Stratagene) selon les conditions 
pr6conis6es par le fabricant 

L'analyse des inserts de 24 clones par digestion par Tenzyme de restriction Sail 
15 et par sequengage des extremites a ete effectuee et a donne des resultats satisfaisants. 

UD Etablissement d'une banaue d'ADN genomiaae d ans le vecteur bacterien 
(pBeloBACll- California Institute of Technology) 

Construction de la banque de BAC 
20 Digestion partielle de l'ADN dans des morceaux d'agarose : 

- les morceaux d'agarose sont lav6s trois fois pendant 15 minutes k temperature 
ambiante dans une solution de TE (Ix) sous agitation mod£ree ; 

- on 6quilibre les morceaux d'agarose deux fois dans 300 \il d'un. tampon de 
digestion Hind IH (lx) (Boehringer ou Biolabs) pendant 30 minutes & temp6rature 

25 ambiante ; 

- on enleve le tampon de digestion et on ajoute un tampon de digestion Hind IH 
glace (1 ml par morceau d'agarose) contenant 20 U de Hind m (Boehringer ou 
Biolabs) ; 

- on incube pendant deux heures dans de la glace ; 

30 - on transfer! les morceaux d'agarose dans un bain-marie a 37°C et on incube 

pendant 10 minutes a 30 minutes (en fonction de 1'ADN contenu dans les morceaux 
d'agarose) ; et 

- on arrSte la digestion par addition de 100 ^1 d'une solution d'EDTA 250 mM 

(pH8). 
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Selection de la taille : 

Separation de l'ADN partiellement digere realisee par PFGE au moyen de 
l'appareillage CHEF DRIQ (Bio-Rad) : 

- gel d'agarose a 1 % IMP dans un tampon Tris-acetate-EDTA (1 x) a 13°C, 
5 - inverser le courant chaque 3 & 15 secondes a 6 V/cm pendant 16 heures, 

- charger au moins deux morceaux d'agarose et le marqueur, 

- colorer le marqueur et une ligne ou une partie de la ligne pour verifier la 
digestion partielle, 

- exciser les bandes (partie non color6e) de differentes tallies (i.e. de 50 a 100 kb 
10 etdel50a250kb), 

- les bandes d'agarose peuvent 6tre stockees a 4°C dans une solution de TE. 
Preparation du vecteur : 

- isolement de pBeloBACH par la m&hode au chlorure de cesium ; 

- digestion par Hind II ; 

15 - dephosphorilation avec CIP (6ventuellement avec la phosphatase HK). 

Ligation et transformation : 

- les banques d'agarose contenant l'ADN sont fondues a 60°C pendant 10 
minutes ; 

- on equilibre la solution fondue d f agarose/ADN pendant 15 minutes a 45°C ; 

20 - on ajoute de la gelase (Epicentre Technologies), k raison d'l U pour 100 jul de 

bande de gel (ne pas ajouter de tampon de digestion qui provoque certains problemes au 
moment de la ligation) ; 

- on effectue la digestion pendant 1 heure a 45°C ; 

- on effectue la ligation dans 50 \xl d'une solution contenant pBeloBACH (2 |xl), 
25 de la ligase T4 (1 jil a 1:10), un tampon T4 lOx (5jil), et la solution d'ADN/agarose 

(42 \il) 9 incubation 20 heures i 16°C ; 

- on chauffe le miheu de ligation pendant 15 minutes k 65 °C ; 

- on dyalise le milieu de ligation contre un tampon Tris-EDTA en utilisant des 
membranes Millipore de taille de pore VS 0,025 mM ; 

30 - 1 ou 2 ill de la solution de ligation sont introduces par 61ectroporation dans les 

cellules E. coli DH10B (Gibco BRL) en utilisant des cuvettes d'electroporation de 
largeur 2 mm avec les reglages suivants 2,5 kV, 25 fiF et 200 Q ; 
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- aprfes 61ectroporation on resuspend les cellules dans 600 \x\ de milieu SOC ou 
NYZ puis on incube pendant 45 minutes a 37°C sous agitation ; 

- on Stale 10 et 100 de chaque suspension cellulaire dans un milieu agar LB 
contenant du chloramph6nicol (12,5 ng/ml), X-Gal (5-brom«4-chloro-3indolyl-a-D- 

5 glucoronic acide ; 50 p.g/ml) et de 1'IPTG (isopropyl-a-D-thiogalactopyranoside ; 
25 M-g/ml) ; et 

- on incube les boftes ainsi obtenues pendant la nuit. 
Extraction de V ADN plasmidique et sequencage des inserts 

L'extraction de PADN plasmidique a 6t6 effectuee par la technique de lyse 
1 0 alcaline en plaques 24 puits. 

Le sequen9age des inserts des clones a 6t6 effectue par le KIT PE Big Dye selon 
les conditions pr6conis6es par le fabricant en utilisant les oligonucl6otides sp6cifiques 
de chaque vecteur. 

Les reactions sont ensuite introduces dans le thermocycleur afin de subir 35 
1 5 cycles compos6s des trois 6tapes suivantes : 

- d6naturation 10 secondes k 96°C, 

- hybridation 10 secondes k 50°C, 

- elongation 4 minutes k 56°C. 

On realise ensuite une precipitation a l f 6thanol a 76 % durant 20 minutes k 
20 temperature ambiante. 

Les plaques sont ensuite centrifiigees 35 minutes k 2200 g puis egoutees sur 
papier absorbant puis centrifug^es retoumees sur du papier absorbant pendant 1 minute 
k 500 g afin de ne laisser aucune trace d'ethanol 
Les culots d'ADN sont ensuite : 
25 - soit repris dans une solution de formamide-EDTA-bleu dextran, puis denatures 

pendant 2 minutes a 96°C. Les plaques sont ensuite imm6diatement mises dans la glace, 
un aliquot etant alors depose sur gel d ! acrylamide d'un s6quenceur automatique PE-377, 

- soit repris dans une solution d'EDTA 0,3mM ; un aliquot 6tant alors 
automatiquement d6pos6 dans un sequenceur automatique PE-3700. 

30 Assemblage des s6quences obtenues 

Les sequences d'ADN g6nomique ont 6t6 assemblees en contig par le logiciel 
PHRED-PHRAP et visualisees par le logiciel CONSED. 
Analyse et annotation 
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Les contigs ont tout d'abord 6te analyses et annotes automatiquement par le 
logiciel GMPTB. 

Exemple 2 : Les ff ftnes d'interet 

Les differentes caracteristiques liees au mode de vie de Photorhabdus 
luminescens et rapportees dans la litterature (Forst et al., 1997 ; Hu et al., 1998, etc.), 
ont conduit a rechercher dans le genome de cette bacterie la presence de genes 
impliques dans la biosynthese d'antibiotiques et de toxines. 
Les operons de biosynthese d'antibiotiques 

La recherche de peptide-synthethases a ete entreprise in silico. Pour ce faire 
nous avons utilise dans un premier temps les differents motifs classiquement decrits 
dans la litt6rature (Stachelhaus & Marabiel, 1995, FEMS Microbiology Letters 125:3- 
14) comme sonde afin de reperer par homologie de sequence dans le genome de 
Photorhabdus lummescens, des genes suceptibles d'etre impliques dans la biosynthese 
15 d'antibiotique. 

Modules d'adenvlation 

1 - LKAGGAYVPID 

2 - YSGTTGxPKGV 

3 - GELCIGGxGxARGYL 
20 4 - YxTGD 

5 - VKIRGxRJELGEIE 
Module de thioester formation 

6 - DNFYxLGGHSL 
Module de N-m&hvlatiori 

25 VLE/DxGxGxG 

Module de peptide elongation 

His- HHILxDGW 
Module de pep tide racemisation fop tionnel) 
His- HHILxDGW 
30 A - AYxTExNDILLTAxG 

B - EGHGRExHE 
C - RTVGWFTSMYPxxLD 
D - FNYLGQFD 
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Parmi ces differents modules, certains nous ont permis d'identifier par recherche 
d'homologie en utihsant le programme BIAS TP - Basic local alignment search tool. - 
(Altschul SF et al., 1990, J. Mol. Biol, 215:403-10) des gfcnes codant pour des prolines 
contenant certains de ces motifs. 
5 Les genes ainsi identifies codant probablement pour des prot6ines impliquees 

dans la biosynthfese d'antibiotiques ont 6t6 catalogues, et apparaissent notamment dans 
le tableau L 

On a particuli&rement mis T accent sur les genes homologues au g6ne syr E de 
Pseudomonas syringae ou au g&ne nosD. 
10 RifSrences 

- Eric Guenzi, Giuliano Galli, Ingeborg Grgurina, Dennis C. Gross, and Guido Grandi, 
1998. Characterization of the Syringomycin Synthetase Gene Cluster. A link between 
prokaryotic and eukaryotic peptide synthetases. J. Biol. Chem., 273:32857-32863. 
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15 properties and morphological characteristics of two Photorhabdus luminescens strains. 

New Microbiol., 22:1 17-27. 

Les op6rons de biosynthfese de toxines 

Comme pour les gfcnes de biosynthfese d'antibiotique, nous avons recherche, par 
20 homologie de s6quence, dans le g6nome de Photorhabdus luminescens des gfcnes codant 
potentiellement pour des prot&nes toxiques. Nous avons identifie de nombreux genes 
codant pour des prolines retenant ces critferes. 

Les entomotoxines (Tc loci). 

Des homologues au gene Tox A de Clostridium difficile. 
25 Des H6molysines. 

Des genes codant potentiellement pour des prot6ines homologues aux toxines 
RTX de Vibrio cholerae. 

Des gSnes codant potentiellement pour des prolines homologues aux genes 
tphA et icmF de Legionella pneumophila (Purcell M, Shuman HA., 1998. The 
30 Legionella pneumophila icmGCDJBF genes are required for killing of human 
macrophages. Infect hnmun., 66:2245-55). 

Voir annotation de ces genes au tableau I ci-apres. 
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Description scientifique de la banque de BAC de Photorhabdu s luminescens souche 
TT01 dSnosee a la CNCM le 12 mai 2000 sous le numero 1-2478 

Collection de clones ^Escherichia coli DH 10B™ (Calvin et al., J. Bacteriol. 
20 170, 2796, 1988) contenant des fragments d'ADN genomique de la bact&ie 
Photorhabdus luminescens souche TT01, clones dans le vecteur pBelo BACH (Kim et 
al., Genomics, 34, 213, 1996) au site Hind JSL La taille moyenne des inserts est de 60 
kb. 

25 Banaues de donnfees 

On a utilise des refontes locales de principales banques publiques. La banque de 
protdines utiliste est constitu6e par la fusion non redondante de ces banques, telle que la 
banque Genpept (traduction automatique de GenBank et NCBI). 

On a utilis6 Tensemble de logiciel BLAST (domaine public, Altschul et al., 
30 1990) de recherche dliomologies entre une sequence et des banques de donnees 
prot&ques ou nucleiques. Les seuils de signification utilises dependent de la longueur et 
de la complexity de la r6gion testee ainsi que de la taille de la banque de r6f6rence. lis 
ont 6t6 ajust6s et adaptes & chaque analyse. 
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Les resultats de recherche d f homologies entre une s6quence selon rinvention et 
des banques de donn6es prot&ques ou nucleiques sont pr£sentes et resumes dans le 
tableau I et II ci-apres. 

5 Tableau I 

Liste des fonctions putatives (colonne « homology with non-redondant protein data 
base- description », et colonne « annotations » pour les sequences selectionnSes comme 
impliqu6es dans une activity ou a activite de type toxine ou antibiotique) des proteines 
de sequences SEQ ID N° 42 k SEQ ID N° 3855 codees par leur sequence nucleotidique 

10 respective du genome de Photorhabdus luminesce™ souche TT01 (genome repr6sent6 
par les sequences des 41 contigs (SEQ ID N° 1 k SEQ ID N° 41). 

Les sequences nucleiques des proteines de sequence SEQ ID N° 42 a SEQ ID 
N° 3855 peuvent etre ais&nent identifies par leur position de d6but (colonne « start ») 
et de fin (colonne « end ») sur chacune des sequences de contig (colonne « contig »). 

1 5 L6gende du tableau I : 

L* ensemble des fonctions putatives associees aux proteines de sequence SEQ ID 
N° 42 k SEQ ID N° 3855 a ete obtenu par une recherche d*homologie utilisant 
notamment logiciel BLASTP (Altschul et al, 1990). Qnt 6t6 prises en compte 
notamment les identites significatives, ou la presence de di!Bf6rents motifs (cf. exemples) 

20 representatifs de ces fonctions. La description de la ou les fonctions. les plus probables 
sont donnees dans la colonne « homology with » et « Annotation ». 
Tableau n 

Liste des fonctions putatives (colonne « fonction obtenue par comparaison sur banque 
de donnees ») des proteines cod6es par les sequences SEQ ID N° 5835 a SEQ ID 

25 N° 10784 du genome de Photorhabdus luminescens souche TT01 (genome ici represents 
par les sequences des 9 contigs (SEQ ID N° 5826 k SEQ ID N° 5834). 

Les sequences nucleiques de sequence sequences SEQ ID N° 5835 k SEQ ID 
N°10784 peuvent etre ais6ment identifi6es par leur position de debut (colonne 
« CONTIG », «from») et de fin (colonne « CONTIG » «to») sur chacune des 

30 sequences de contig 
Legende du tableau II : 

L'ensemble des fonctions putatives associ6es aux proteines codees par les 
sequences SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N°10784 a 6t6 obtenu par une recherche 
dTiomologie utilisant notamment logiciel BLASTP (Altschul et al., 1990). Ont ete prises 
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en compte notamment les identites significatives, ou la presence de differents motifs (cf. 
exemples) repr6sentatifs de ces fonctions. La description de la ou les fonctions les plus 
probables sont donnees dans la colonne « homology with » et « Annotation ». 

Dans la demiere colonne «HOMOMOGUE A LA SEQUENCE SEQ ID », le 
5 terme « #N/A » signifie qu »aucune homologie pour la sequence concern6e n'avait 6te 
identifiee avec l'une des sequences SEQ ID Nos. 42 a 3855. Lorsque qu'une sequence 
homologue a 6t6 trouvee panni les sequences SEQ ID Nos. 42 & 3855 pour la s6quence 
concernee, celle-ci est mentionnee par son numero de SEQ ID dans cette colonne. 
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Identities = 217/347 (62%), Positives = 268/347 (76%), Gaps = 11/347 (3%) 
sp|P31517|HEMS_YEREN HEMIN TRANSPORT PROTEIN HEMS 
| pir||S54436 hemS protein - Yersinia enterocolitlca emb|CAA54865.1| 
(X77867) hemS [Yersinia enterocolitica] Length = 345 


Identities = 412/684 (60%), Positives = 513/684 (74%), Gaps » 19/684 (2%) 
sp|Q56989|HMUR_YERPE HEMIN RECEPTOR PRECURSOR pir||T12069 
hemin receptor - Yersinia pestis gb|AAC64866.1 1 (U60647) TonB-dependent 
outer membrane receptor [Yersinia pestis] Length = 676 


Identities * 252/348 (72%), Positives = 293/348 (83%) pir||ADECH 2-dehydro- 
3-deoxyphosphoheptonate aldolase (EC 4.1 .2.15) (ftp-sensitive) - 
Escherichia coli dbj]BAA1 5473.11 (D90813) Phospho-2-dehydro-3- 
deoxyheptonate aldolase, TRP-sensitive (EC 4.1 .2.15) (Phospho-2-keto. 
3-deoxyheptonate aldolase) (DAHP synthetase) (3-DEOXY-D-ARABINO 
HEPTULOSONATE 7-PHOSPHATE SYNTHASE). [Escherichia coil] 
gb|AAC74774.1| (AE000265) 3-deoxy-D-arabinoheptulosonate-7-phosphate 
synthase (DAHP synthetase, tryptophan repressible) [Escherichia 
coli] Lenath = 348 


identities = 330/375 (88%), Positives = 350/375 (93%) sp|Q54177|TGT_.SHlFL 
QUEUINE TRNA-RIBOSYLTRANSFERASE (TRNA-GUANINE 
TRANSGLYCOSYLASE) (GUANINE INSERTION ENZYME) 
(VIRULENCE-ASSOCIATED PROTEIN VACC) dbj|BAA05482.1) 
(D26469) VacC [Shigella flexneri] Length = 375 


Identities - 207/273 (75%), Positives = 239/273 (86%) 
sp|P03822|YDIA_ECOLi HYPOTHETICAL 31.2 KDA PROTEIN IN PPSA- 
AROH INTERGENIC REGION pir||QQECAD probable membrane protein ydiA 
Escherichia coli gb|AAC74773.1 1 (AE000265) orf, hypothetical protein 
[Escherichia coil] Length = 277 


Identities = 652/793 (82%), Positives = 726/793 (91%), Gaps = 1/793 (0%) 

sp|P23538|PPSA_ECOLI PHOSPHOENOLPYRUVATE SYNTHASE 
(PYRUVATE, WATER DIKINASE) (PEP SYNTHASE) pir||S20554 

pymvate.water dikinase (EC 2.7.9.2) ppsA - Escherichia coli 
emb|CAA42024.1| (X59381) pyruvate.water dikinase [Escherichia coli] 
dbj|BAA1 5471.1 1 (D90813) Pyruvate.water dikinase (EC 2.7.9.2) [Escherichia 
coli] gb|AAC74772.1| (AE000265) phosphoenolpyruvate synthase 
[Escherichia coli] Length = 792 
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Identities = 135/203 (66%), Positives =* 165/203 (80%) 
gb|AAG06098.1|AE004699_3 (AE004699) hypothetical protein [Pseudomonas 
aeruginosa] Lenath = 204 


Identities = 196/268 (73%), Positives = 221/268 (82%) 
sp|P05637|APAH ECOLI BIS(5'-NUCLEOSYL)-TETRAPHOSPHATASE 
(SYMMETRICAL) (DIADENOSINE TETRAPHOSPHATASE) (AP4A 
HYDROLASE) (DIADENOSINE 5\5"'"-P1 .P4-TETRAPH OSPHATE 
PYROPHOSPHOHYDROLASE) pir||A64726 bis(5'-nucleosyl)- 
tetraphosphatase (symmetricai) (EC 3.6.1 .41) - Escherichia coll 
ablAAC73160.1l (AE000116) diadenosine tetraphosphatase [Escherichia coli] 


Identities = 220/271 (81%), Positives = *47/zn (yuT&j 
sp|P06992|KSGA ECOLI DIMETHYLADENOSINE TRANSFERASE (S- 

ADENOSYLMETHIONINE-6-N 1 , N'-ADENOSYL(RRNA) 
DIMETHYLTRANSFERASE) (16S RRNA DIMETHYLASE) (HIGH 
LEVEL KASUGAMYCIN RESISTANCE PROTEIN KSGA) 
(KASUGAMYCIN DIMETHYLTRANSFERASE) pir||XYECRO rRNA (adenine- 

N6,N6-Vdimethyltransferase (EC 2.1.1.-)- Escherichia coli 
emb|CAA28417.1| (X04711) put. 16S rRNA methyltransferase (ksgA) (AA 1- 
273) [Escherichia coli] gb|AAA24049.1| (M11054) methyltransferase 
(ksgA) [Escherichia coli] dbJ|BAA01327.1| (D10483) rRNA (adenoslne-N6,N6-) 
dimethyltransferase [Escherichia coli] gb[AAC73162.1 1 (AE0001 1 5) S- 
adenosylmethionine^-N\N'-adenosyl(rRNA) dimethyltransferase 
rEscherichia colil prf||1 1 1 21 72A methyltransferase [Escherichia colil 


Identities = 240/322 (74%), Positives = 27l/3*z WW) i 
sp|P19624|PDXA ECOLI PYRIDOXAL PHOSPHATE BIOSYNTHETIC 
PROTEIN PDXA pir[|BVECXA pyridoxal phosphate biosynthetic protein pdxA - 
Escherichia coli gb|AAA24305.1| (M68521) pdxA [Escherichia coli] 
abiAAC73163.1| (AE000115) pyridoxine biosynthesis [Escherichia colil 


Identities = 294/426 (69%), Positives = 361/42b (847o) 
sp|P21202|SURA ECOLI SURVIVAL PROTEIN SURA PRECURSOR 
(PEPTIDYL-PROLYL CIS-TRANS ISOMERASE SURA) (PPIASE) 
(ROTAMASE C) pir||E64726 probable pepUdylprolyl Isomerase (EC 5.2.1.8) 
surA precursor - Escherichia coll gb|AAC73164.1 1 (AE0001 15) survival 
protein [Escherichia coli] Length = 428 


Identities = 497/788 (63%), Positives = 616//88 (/8%), (Japs = 24//oo ^/o) 
sp|P31554|OSTA_ECOLI ORGANIC SOLVENT TOLERANCE PROTEIN 
PRECURSOR pir|IF64726 organic solvent tolerance protein precursor - 
Escherichia coli gb|AAC73165.1| (AE000115) organic solvent tolerance 

[Escherichia coli] dbj|BAA34130.1 1 (AB013134) ostA/imp [Escherichia coli] 
Length = 784 
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Identities = 187/273 (68%). Positives = 222/273 (80%), Gaps = 2/273 (0%) , 
sp|P31680|DJIA.ECOLI DNAJ-LIKE PROTEIN DJLA pir||G64726 yabH 
protein - Escherichia coli gb|AAC731 66.1 1 (AE0001 16) putative DNA binding 1 
protein [Escherichia coli] Length = 271 


Identities = 164/217 (75%), Positives = 181/217 (82%), Gaps « 1/217 (0%) 
sp|P39219|RLUA_ECOLI RIBOSOMAL LARGE SUBUNITPSEUDOURIDINE 

SYNTHASE A (PSEUDOURIDYLATE SYNTHASE) (URACIL 
HYDROLYASE) pir||B64727 yabO protein - Escherichia coli gb[AAC73169.1 j 

(AE000116) pseudouridylate synthase [Escherichia coin Lenath = 219 


Identities = 755/970 (77%), Positives = 872/970 (89%), Gaps = 2/970 (0%) , 
sp|P23852|HEPA_ECOLI RNA POLYMERASE ASSOCIATED PROTEIN (ATP- 
DEPENDENT HELICASE HEPA) pir||C64727 probable ATP-dependent 
helicase hepA - Escherichia coli gb|AAC73170.1| (AE0001 16) probable ATP- 
dependent RNA helicase [Escherichia coin Lenath = 968 


Identities = 141/230 (61%), Positives = 186/230 (80%) 
sp|P31548|YABJJECOU HYPOTHETICAL ABC TRANSPORTER ATP- 
BINDING PROTEIN YABJ plr||B64728 probable ABC-type transport protein - 

Escherichia coli gb|AAC73177.1| (AE000117) putative ATP-blndlng 
component of a transport system "Escherichia colli Lenath « 232 


Identities = 102/352 (28%), Positives = 164/352 (45%), Gaps = 27/352 (7%) 

pir||T36177 probable DNA-binding protein - Streptomyces coelicolor 
emb|CAB41077.1| (AL049645) putative DNA-binding protein [Streptomyces 
coelicolor A3(2)] Length = 390 


Identities ■ 380/537 (70%), Positives = 452/537 (83%), Gaps = 1/537 (0%) 
sp|P31549[YABKECOLI HYPOTHETICAL 59.6 KD PROTEIN IN ARAC-TBPA 

INTERGENIC REGION (ORF101) pirj|C64728 probable membrane 
protein yabK - Escherichia coli gb|AAC73178.1| (AE0001 17) putative transport 
system permease protein [Escherichia colli Lenath = 536 


Identities = 223/323 (69%), Positives = 265/323 (82%) pir||S40584 hypothetical 
protein - Escherichia coli dbj|BAA01339.1| (D10483) sfuA protein 
homo!og(PIR:A35108) [Escherichia coli] gb|AAA18833.1| (U09984) thiamin 
binding protein "Escherichia coin Length = 323 
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Identities = 53/95 (55%), Positives = 67/95 (69%), Gaps = 2/95 (2%) 
gb|AAF62314.1| (AE002420) MafB-related protein [Neisseria meningitidis 
MC581 Length =422 


identities = 119/277 (42%), Positives = MVMf ^eu%), Gaps - bUi i (Z7o> 
ref|NP 043502.1| orf31 sp| P51735| VP H_BPHP1 PROBABLE TAIL FIBER 

PROTEIN (ORF31) plr||S69539 hypothetical protein 31 - phage HP1 
ablAAB09218.1| (U24159) orf31 fBacteriophage HP1] Length = 925 


Identities * 58/224 (25%), Positives ■ 94/224 (41%), Gaps » 1 //^4 {r/o) 
emb|CAB72079.1| (AJ391284) hypothetical protein [Neisseria meningitidis] 
Length = 500 


- - Identities = 243/547 (44%), Positives = 342/54/ (62%), Gaps « wo4/ (U7o) 
gb|AAC31 980.1 1 (L39897) HecB pectobacterium chrysanthemi] Length 

= 558 


Identities = 39/101 (38%). Positives = 40/101 (38%) emblUAtuyim. \\ 
(AL034559) HesB-like domain protein Plasmodium falciparum] Length - 

404 


Identities = 48/153 (31%), Positives = /b/1b3 (48%), Gaps = v iw ^ 
dbJ|BAB06239.1| (AP001515) transposase related protein (20) [Bacillus 
halodurans] Length = 1 88 


Identities = 223/474 (47%), Positives = 294/474 (61%), ^aps = aw* 
pir|JS30159 N-formimidoyl fortimicin A synthase - Micromonospora 
olivasterospora dbj|BAA00940.1| (D10050) fbrmimidoyl fortimicin A synthetase 
fMicromonospora olivasterosporal Length = 482 
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' Identities = 101/374 (27%), Positives = 177/374 (47 u /o), Gaps = ai/or* \p~/o) 
pir||F75017 5-aminolevullnic acid synthase (8 amIno-7- oxonenanoate 
synthase) PAB1 244 - Pyrococcus abyssi (strain Orsay) 
emb)CAB5058D.1| (AJ248288) 5-AMINOLEVULINIC ACID SYNTHASE (8 
AMINO-7-OXONENANOATE SYNTHASE) [Pyrococcus abvssil 
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Identities = 95/290 (32%), Positives = 139/290 (4/%), Gaps = J/^yu {r*>) 
gb|AAC44867.1 1 (U6041 7) PapC [Streptomyces pristinaespiraiis] Length 

= 296 


■ identities = 228/491 (46%), Positives = 328/491 (66%), Gaps = own u 
gb|AAC43550.1 1 (U40487) proton antiporter efflux pump [Mycobacterium 
smegmatis] prf||2207392A efflux pump [Mycobacterium smegmatis] 
Length = 504 
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Identities = 169/770 (21%), Positives = 299/770 (37%), Gaps = 78/770 (10%) 
gb|AAG03467.1|AE004446J5 (AE004446) hypothetical protein 
[Pseudomonas aeruginosa] Length = 1101 
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Identities « 161/319 (50%), Positives = 228/319 (71%), Gaps = 20/319 (6%) 
sp|P21206|LCRV YERPE VIRULENCE-ASSOCIATED V ANTIGEN (LOW 
CALCIUM RESPONSE LOCUS PROTEIN V) pir||B33601 IcrV protein - 
Yersinia pestis Length = 326 
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Identities = 209/746 (28%), Positives = 333/746 (44%), Gaps = 53/746 (7%) 
gb|AAG04900.1|AE004579J2 (AE004579) conserved hypothetical protein 
fPseudomonas aeruginosa! Length = 842 
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Identities = 94/368 (25%), Positives = 136/368 (36%), Gaps = 67/368 (18%) 
plr||A40774 phosphocholine-bindlng protein - Atlantic horseshoe crab 
Length = 484 






















Identities = 34/106 (32%), Positives = 65/106 (61%), Gaps = 2/106 (1%) 
gb|AAG06749.1|AE004758_6 (AE004758) hypothetical protein [Pseudomonas 
aeruginosa] Length = 115 
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Identities = 1 18/231 (51%), Positives = 161/231 (69%) j 
gb|AAG07972.1|AE004872__3 (AE004872) conserved hypothetical protein 
[Pseudomonas aeruginosa] Length = 270 


















Identities = 2267387 (58%), Positives = 287/387 (73%), Gaps = 2/387 (0%) 
sp|P24196|YGIC ECOLI HYPOTHETICAL 45.0 KD PROTEIN IN TOLC-RIBB 
INTERGENIC REGION (ORFA) (0386) pir||S22361 hypothetical 
protein A - Escherichia coll gb|AAA71 876.1] (M77129) ORFA [Escherichia 
coli] gb|AAA69206.1| (U28377) ORF_o386; alternate name ygiC; orfA of 
M77129 [Escherichia coli] gbjAAC76074.1| (AE000385) putative 
synthetase/amidase [Escherichia coll] Length = 386 ■ 












Identities = 54/177 (30%). Positives = 79/177 (44%), Gaps « 18/177 (10%) 
sp|P24195|YGIB_ECOLI HYPOTHETICAL 24.9 KD PROTEIN IN TOLC-RIBB 
INTERGENIC'REGION (ORFD) (0234) pirl|S22360 hypothetical 
protein D - Escherichia coli gb|AAA71 875.1) (M77129) ORFD [Escherichia 
coll] gb|AAA69205.1| (U28377) ORF_o234; alternate name ygiB; orfD of 
M77129 [Escherichia coli] gb|AAC76073.1 1 (AE000385) orf, 
hypothetical protein [Escherichia colil Length = 234 " 
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REVENPICATIONS 

ll. Sequence nucleotidique isolee issue du g6nome de Photorhabdus 
\uminesdens, caracterisee en ce qu'elle comprend une sequence choisie panni les 
5 sequences SEQ ID N° 1 & SEQ ID N° 41 et les sequences SEQ ID N° 5826 & SEQ ID 
N° 5834 1 . 

2. Sequence nucleotidique isolee issue du genome Photorhabdus 
luminescens, caracteris6e en ce qu'elle est choisie panni : 

a) une sequence nucleotidique comportant au moins 75 % d'iderctite avec une 
10 sequence choisie panni les sequences SEQ ID N° 1 b SEQ ID N° 41 ou les 

sequences SEQ ID N° 5826 a SEQ ID N° 5834 ; 

b) une sequence nucleotidique comprenant un fragment representatif d'une sequence 
choisie panni les sequences SEQ ID N° 1 a SEQ ID N° 41 ou les sequences SEQ 
ID N° 5826 a SEQ ID N° 5834, 

15 c) une sequence nucleotidique compiementaire d'une sequence nucleotidique telle que 
! d6finieena)oub), 

d) une! sequence nucleotidique de TARN correspondant a Tune des sequences telles 
, que!d6finies en a), b) ou c) ; 

e) une sequence nucleotidique telle que dSfinie en a), b), c) ou d) modifiee. 

20 3. Sequence nucleotidique selon la revendication 2, caracterisee en ce qu'il 

s'agit d'une sequence comprise dans une des sequences SEQ ED N° 1 & SEQ ID N° 41 
ou dans les sequences SEQ ID N° 5826 a SEQ ID N° 5834, et en ce qu'elle code pour 
un polypeptide choisi parmi les polypeptides de sequence SEQ ID N° 42 & SEQ ID N° 
3855 ou panni les polypeptides de sequence code par une sequence SEQ ID N° 5835 k 

25 SEQ ID N° 10784. 

4. Sequence nucleotidique selon la revendication 3, caracterisee : 
a) en ce qu'elle code pour un polypeptide choisi panni les polypeptides de sequence 
SEQ ID N° 61, SEQ ID N° 62, SEQ ID N° 67, SEQ ID N° 171, SEQ ID N° 221, SEQ 
ID N° 268, SEQ ID N° 288, SEQ ID N° 380, SEQ ID N° 426, SEQ ID N° 438, SEQ ID 

30 |N 0 448,; SEQ ID N° 453, SEQ ID N° 455, SEQ ID N° 456, SEQ ID N° 458, SEQ ID 
W° 501,: SEQ ID N° 516, SEQ ID N° 530, SEQ ID N° 542, SEQ ID N° 551, SEQ ID 
iN° 720,' SEQ ID N° 761, SEQ ID N° 762, SEQ ID N° 814, SEQ ID N° 859, SEQ ID 
N° 860, SEQ ID 861, SEQ ED N° 862, SEQ ID N° 869, SEQ ID N° 1079, SEQ ID 
N° 1168, SEQ ID N° 1174, SEQ ID N° 1176, SEQ ID N° 1413, SEQ ID N° 1414, SEQ 
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ID N° 1415, SEQ h N° 1416, SEQ ID N° 1417, SEQ ID N° 1457, SEQ ID N° 1651, 
SEQ ID N° 1856, SEQ ID N° 1869, SEQ ID N° 2021, SEQ ID N° 2080, SEQ ID 
N° 2152, SEQ ID N° 2162, SEQ ID N° 2173, SEQ ID N° 2251, SEQ ID N° 2295, SEQ 
ID N° 2306, SEQ ID N° 2317, SEQ ID N° 2328, SEQ ID N° 2340, SEQ ID N° 2342, 
5 SEQ ID N° 2351, SEQ ID N° 2500, SEQ ID N° 3228, SEQ ID N° 3230, SEQ ID 
N° 331 1, SEQ ID N° 3317, SEQ ID N° 3318, SEQ ID N° 3319, SEQ ID N° 3320, SEQ 
ID N° 3322, SEQ ID N° 3323, SEQ ID N° 3326, SEQ ID N° 3327, SEQ ID N° 3328, 
SEQ ID N° 3375, SEQ ID N° 3376, SEQ ID N° 3377, SEQ ID N° 3378, SEQ ID 
N° 3422, SEQ ID N° 3489, SEQ ID N° 3503, SEQ ID N° 3609, SEQ ID N° 3623, SEQ 
10 ID N° 3624, SEQ ID N° 3772, SEQ ID N° 3783, SEQ ID N° 3788 et SEQ ID N° 3794 ; 

i 

b) <jn ce qu'elle est choisie panni les sequences SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N° 
|l0784 Romologues; aux sequences telles que dSfinies en a) comme indiquees a la 
derni&re colonne du! tableau IL 
15 5. Sequence nucteotidique, caract&iste en ce qu'elle comprend une sequence 
nucteotidique choisie parmi : 

a) une sequence nucteotidique selon la revendication 3 ou 4 ; 

b) une sequence nucl&rtidique comportant au moins 75 % d'identit6 avec une sequence 
nucl6otidique selon la revendication 3 ou 4; 

20 c) une sequence nucteotidique compl&nentaire ou d'ARN correspondant & une 
sequence telle que d6finie en a) ou b) ; 
d) une sequence nucteotidique d'un fragment repr&entatif d'une sequence telle que 

dSfinie en a) ou c) ; et 
je) une sequence telle que define en a), ou c) modifiee. 

25 | ^. Polypeptide cod6 par une sdquence nucl6otidique selon Tune des 
revendidations 2 45. 

7. Polypeptide selon la revendication 6, caracterise : 
a) en ce qu'il est choisi parmi les polypeptides de sequence SEQ ID N° 61, SEQ ID N° 
62, SEQ ID N° 67, SEQ ID N° 171, SEQ ID N° 221, SEQ ID N° 268, SEQ ID N° 288, 

30 SEQ ID N° 380, SEQ ID N° 426, SEQ ID N° 438, SEQ ID N° 448, SEQ ID N° 453, 
SEQ ID N° 455, SEQ ID N° 456, SEQ ID N° 458, SEQ ID N° 501, SEQ ID N° 516, 
SEQ ID N° 530, SEQ ID N° 542, SEQ ID N° 551, SEQ ID N° 720, SEQ ID N° 761, 
SEQ ID N° 762, SEQ ID N° 814, SEQ ID N° 859, SEQ ID N° 860, SEQ ID N° 861, 
SEQ ID N° 862, SEQ ID N° 869, SEQ ID N° 1079, SEQ ID N° 1168, SEQ ID N° 1174, 
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SEQ ID N° 1176, SEQ ID N° 1413, SEQ ID N° 1414, SEQ ID N° 1415, SEQ ID N° 
1416, SEQ ID N° 1417, SEQ ID N° 1457, SEQ ID N° 1651, SEQ ID N° 1856, SEQ ID 
N° 1869, SEQ ID N° 2021, SEQ ID N° 2080, SEQ ID N° 2152, SEQ ID N° 2162, SEQ 
ID N° 2173, SEQ ID N° 2251, SEQ ID N° 2295, SEQ ID N° 2306, SEQ ID N° 2317, 
5 SEQ ID N° 2328, SEQ ID N° 2340, SEQ ID N° 2342, SEQ ID N° 2351, SEQ ID N° 
&500, SEQ ID N° 3228, SEQ ID N° 3230, SEQ ID N° 3311, SEQ ID N° 3317, SEQ ID 
N° 3318; SEQ ID N° 3319, SEQ ID N° 3320, SEQ ID N° 3322, SEQ ID N° 3323, SEQ 
ID N° 3326, SEQ ID N° 3327, SEQ ID N° 3328, SEQ ID N° 3375, SEQ ID N° 3376, 
SEQ ID N° 3377, $EQ ID N° 3378, SEQ ID N° 3422, SEQ ID N° 3489, SEQ ID N° 
1 0 3503, SEQ ID N° 3609, SEQ ID N° 3623, SEQ ID N° 3624, SEQ ID N° 3772, SEQ ID 
N° 3783, SEQ ID N° 3788 et SEQ ID N° 3794 ; 
ou 

b) choisie panni les polypeptides codes par les sequences SEQ ID N° 5835 k SEQ ID 
N° 10784 homologies aux sequences telles que definies en a) comme indiquees a la 
1 5 dernifcre coionne du tableau II. 

8. Polypeptide caracterise en ce qu'il comprend un polypeptide choisi 

panm : 

a) un polypeptide selon Tune des revendications 6 et 7 ; 

]b) un polypeptide prSsentant au moins 80 % d'identitS avec un polypeptide de sequence 
20 ! SEQ 3D N° 42 k SEQ ID N° 3855 ou avec un polypeptide cod6 par une sequence 
, SEQ p N° 5835 a SEQ ID N° 10784; 

b) un fragment d'aiu moins 5 acides amines d'un polypeptide de sequence SEQ ID 
N° 42 4 SEQ ID N° 3855 ou d'un polypeptide code par une sequence SEQ ID N° 
5835 & SEQ ID N° 10784 ; 

25 d) un fragment biologiquement actif d'un polypeptide de sequence SEQ ID N° 42 k 
SEQ ID N° 3855 ou d*un polypeptide code par une s6quence SEQ ID N° 5835 & 
SEQ ID N° 10784 ; et 
e) un polypeptide de sequence SEQ ID N° 42 k SEQ ID N° 3855 ou un polypeptide 
code par une sequence SEQ ID N° 5835 a SEQ ID N° 10784, ou tel que dSfini en c) 

30 ou d) modifie. 

9. Sequence nucleotidique codant pour un polypeptide selon Tune des 
revendications 6 & 8. 

10. Sequence nucleotidique selon Tune des revendications 2 k 5 et 9, 
[?aract6ris6e en ce qu'elle code pour un polypeptide de P. luminescens k activity de type 
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jtoxine 3t/ou antibiotique, ou impliqu6 dans la synthase de ces toxines et/ou 
iantibiotiques. 

11. Polypeptide selon l'une des revendications 6 a 8, caracterise en ce qu'il 
s'agit d'un polypeptide de P. luminescens k activit6 de type toxine et/ou antibiotique, ou 

5 impliqu6 dans la synthase de ces toxines et/ou antibiotiques, ou Tun de ses fragments. 

12. Sequence nucieotidique selon l'une des revendications 1 a 5, 9 et 10 ou 
sequence de polypeptide selon Tune des revendications 6 k 8 et 11, caracterisee en ce 
que ladite sequence est enregistrSe sur un support d'enregistrement dont la forme et la 
nature facilitent la lecture, 1'analyse et/ou l'exploitation de ladite ou desdites sequences. 

10 13. Sequence nucieotidique ou sequence de polypeptide selon la 

revendication 12, caracterisee en ce que le support d'enregistrement est un CD-ROM, 

une disquette informatique ou un serveur infonnatique. 

14. Support d'enregistrement caract6ris6 en ce qu'y est enregistrde une 

Sequence nucieotidique ou de polypeptide selon la revendication 12 ou 13. 
15 j lis. Utilisation d'un support selon la revendication 14 pour le choix 

d'amorces ou de sondes nucleotidiques pour la determination de gfcnes dans des souches 

proches deP. luminescens. 

16. Utilisation d'un support selon la revendication 14 pour retude du 

polymorphisme g6n6tique de souches proches de P. luminescens. 
20 17. Utilisation d'un support selon la revendication 14, pour l'&ude d'autres 

genomes en particulier pour Tannotation automatique de gfcnes provenant d'autres 

genomes. 

18. Sequence nucieotidique utilisable comme amorce ou comme sonde, 
caracterisee en ce que ladite sequence est choisie parmi les sequences nucleotidiques 

25 selon Tune des revendications 1 4 5, 9 et 10. 

19. Sequence nucieotidique selon la revendication 18, caracterisee en ce 
qu'elle est marquee par un compost radioactif ou par un compose non radioactif. 

j 20. Sequence nucieotidique selon Tune des revendications 18 et 19, 
caracterisee en ce qu'elle est immobilisee sur un support, de manidre covalente ou non- 
30 covalente. 

21, Sequence nucieotidique selon la revendication 20, caracterisee en ce 
qu'elle est immobilisee sur un support tel qu'un filtre k haute densite ou une puce k 
ADN. 
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22. Sequence nucl6otidique selon Tune des revendications 18 k 21 pour la 
detection et/ou l'amplification de sequences nucl&ques. 

23. Puce k ADN ou filtre, caract6ris6 en ce qu'il contient au moins une 
sequence nucleotidique selon la revendication 21. 

5 24. Puce a ADN ou filtre selon la revendication 23, caracterise en ce qu'il 

contient en outre au moins une sequence nucleotidique d'une cellule de plante, d'un 
animal ou d'un micro-organisme autre que P. luminescens, immobilisee sur le support 
de ladite puce. 

25. Puce a ADN ou filtre selon la revendication 24, caracteris6 en ce que 
1 0 jadite cellule ou micro-organisme autre est choisi panni une cellule ou micro-organisme 

sensible une toxike ou un antibiotique produit par P. luminescens, une bacterie du 
genre Photorhabdus, et un variant de P. luminescens. 

26. Kit ou n6cessaire pour la d6tection et/ou la quantification de l'expression 
d'au moins un gene de P. luminescens, caracteris6 en ce qu'il comprend une puce a 

1 5 ADN ou un filtre selon Tune des revendications 23 k 25. 

27. Vecteur de clonage, et/ou d' expression, caract&ise en ce qu'il contient 
une sequence nucleotidique selon l'une des revendications 1 a 5, 9 et 10. 

28. Vecteur de clonage, et/ou d' expression selon la revendication 27, 
caracterise en ce qu'il contient une sequence nucleotidique choisi parmi les s6quences 

20 SEQ ID N° 3856 a SEQ ID N° 5825, les sequences SEQ ID N° 5835 i SEQ ID N° 
10784, ou leur fragment issu du genome de P. luminescens. 

29. Cellule h6te, caracterisee en ce qu'elle est transfoim6e par un vecteur 

i I 

selon la Revendication 27 ou 28. 

30. V6g6tal ou animal, excepte l'Homme, comprenant une cellule 
25 transforrkee selon la revendication 29. 

31. Proc6de de preparation d'un polypeptide, caracterise en ce que Ton 
cultive une cellule transfonn6e par un vecteur selon la revendication 29 dans des 
conditions permettant l'expression dudit polypeptide et que Ton recupere ledit 
polypeptide recombinant. 

30 32. Polypeptide recombinant susceptible d'Stre obtenu par un proced6 selon 

la revendication 31. 

33 . Proc6d6 de preparation d'un polypeptide selon l'une des revendications 6 
k 8, 11 et 32, caracteris6 en ce que Ton effectue une synthese chimique dudit 
polypeptide. 
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34. Anticorps monoclonal ou polyclonal, ses fragments, ou anticorps 
chimfrique, caract6ris6 en ce qu'il est capable de reconnaitre sp6cifiquement un 
polypeptide selon Tune des revendications 6 k 8, 1 1 et 32. 

j 35. Anticorps selon la revendication 34, caract6ris6 en ce qu'il s'agit d'un 
5 anticorps marqu6. 

36. Proc&te pour la detection et/ou Identification de bactfries appartenant a 
Pespece P. luminescens dans un 6chantillon biologique, caract6ris6 en ce qu'il 
comprend les Stapes suivantes : 

a) mise en contact de l'echantillon biologique avec un anticorps selon l'une des 
1 0 revendications 34 et 35 ; 

b) mise en Evidence du complexe antigfcne-anticorps Sventuellement form6. 

37. Proc6d6 pour la detection de l'expression d'un gene de P. luminescens, 
caract6ris6 en ce que Ton met en contact une souche de P. luminescens, avec un 
anticorps selon la revendication 34 ou 35, et que Ton d6tecte le complexe 

1 5 antig6ne/anticorps 6ventuellement fonn6. 

38! Kit ou n6cessaire pour la mise en ceuvre d'un procede selon la 
revendication 36 ou 37, caract6ris6 en ce qu'il comprend les 61&nents suivants : 

a) un anticorps selon l'une des revendications 34 et 35 ; 

b) 6ventiiellement, ,les r6actifs pour la constitution du milieu propice k la reaction 
20 immiinologique i 

c) eventuellement, les r6actifs permettant la mise en evidence des complexes antig&ne- 
anticorps produits par la reaction immunologique. 

39. Polypeptide selon l'une des revendications 6 a 8, 1 1 et 32, ou anticorps 
selon l'une des revendications 34 et 35, caract6ris6 en ce qu'il est immobilis6 sur un 

25 support, notamment une puce & proteine. 

40. Puce a proteine, caracterisee en ce qu'elle contient au moins un 
polypeptide selon l'une des revendications 6 4 8, 11 et 32, ou au moins un anticorps 
selon l'une des revendications 34 et 35, immobilis6 sur le support de ladite puce. 

41. Puce k proteine selon la revendication 40, caract6ris6e en ce qu'elle 
30 contient en outre au moins un polypeptide d'une cellule de plante, d'un animal ou d'un 

inicro-oijganisme autre que P. luminescens, immobilisSe sur le support de ladite puce. 

42. Puce k proteine selon la revendication 41, caract6ris6e en ce que ladite 
cellule ou micro-organisme autre est choisi panni une cellule ou micro-organisme 
sensible k une toxine ou un antibiotique produit par P. luminescens. 
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43. Kit cju necessaire pour la detection et/ou la quantification de l'expression 
d'au moins un gene de P. luminescens, caracterise en ce qu'il comprend une puce k 
proline selon Tune des revendications 40 a 42. 

44. Proc6d<§ de detection et/ou d'identification de bacteries appartenant k 
5 1'espfcce P. luminescens dans un 6chantillon biologique, caract6ris6 en ce qu'il met en 

ceuvre une s6quence nucleotidique selon l'une des revendications 1 k 5, 9, 10, 18 et 19. 

45. Proced6 selon la revendication 44, caracterise en ce qu'il comporte les 
6tapes suivantes : 

a) Sventuellement, isolement de l'ADN a partir de 1'echantillon biologique a analyser, 
1 0 ou obtention d'un ADNc k partir de l'ARN de l'6chantillon biologique ; 

b) amplification specifique de l'ADN de bacteries appartenant a l'espfcce P. luminescens 
\ a l'aide d'au moins une amorce selon l'une des revendications 18 et 19 ; 

ic) mise fen evidence des produits d'amplification. 

I 46. Kit 6u necessaire pour la detection et/ou Identification de bacteries 

j r j 

15 appartenant k 1'espfcce P. luminescens, caract6ris6 en ce qu'il comprend les 616ments 
suivants : 

a) une sonde et/ou amorce nucleotidique selon l'une des revendications 18 a 20 ; 

b) eventuellement, les reactifs necessaires a la mise en oeuvre d'une reaction 
d'hybridation ; 

20 c) eventuellement, les r6actifs necessaires a une reaction d'amplification de l'ADN. 

47. Utilisation d'une s6quence nucleotidique selon l'une des revendications 1 
a 5, 9 et 10, d'un polypeptide selon l'une des revendications 6 k 8, 11 et 32, d'un 
anticorps selon l'une des revendications 34 et 35, et/ou d'une cellule selon la 
revendications 29, pour la selection de compose organique ou inorganique capable de 

25 moduler, de r6guler, d'induire ou d'inhiber l'expression de gfcnes d'une cellule v6getale 

|ou animial, ou d'un micro-organisme autre que P. luminescens, dont on veut modifier la 

< i 

r&istanbe ou la sensibilite a au moins une toxine ou antibiotique produit par P 
luminescens. 

48. Conoiposition comprenant un compost choisi parmi les composes 
30 suivants : 

a) une sequence nucleotidique selon l'une des revendications 1 k 5, 9 et 10 ; 

b) un polypeptide selon l'une des revendications 6 a 8, 1 1 et 32 ; 

c) un vecteur selon la revendication 27 ou 28 ; et 

d) un anticorps selon la revendication 34 ou 35. 
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49. Composition phannaceutique selon la revendication 48, Sventuellement 
en association avec un vehicule phaimaceutiquement acceptable. 

50. Composition biopesticide selon la revendication 48. 

51 . Utilisation d'une cellule selon la revendication 29, ou d'un vecteur selon 
5 Tune des revendications 27 et 28, pour la preparation de toxine ou d'antibiotique. 

52. Banque genomique d'une bacterie du genre Photorhabdus. 

56. Banque d'ADN g&iomique d'une bact6rie du genre Photorhabdus selon 
la revendication 52, caracterisee en ce que ladite banque d'ADN est clon6e dans un 
plasmidri. 

1 o 54. Banque d'ADN g6nomique selon la revendication 52 ou 53, caracteriste 

en ce que ladite bact6rie est P. luminescens ou P. luminescens souche TT01. 

55. Banque selon la revendication 52 ou 53, caracterisee en ce qu'il s'agit de 
la banque d6pos6e a la CNCM le 12 mai 2000 sous le N° 1-2478. 

56. Proced6 ^identification d'au moins une sequence nucleotidique de P. 
15 luminescens non presente dans le g6nome d'une autre espece de bact&ie, notamment 

pathogfene, et/ou d'identification d'au moins une sequence nucleotidique d'un g6nome 
d'une bact&rie, notamment pathogene, d'une autre espfece que P. luminescens et non 
pr6sente dans le g6nome de P. luminescens, caracterisee en ce qu'elle comprend les 
6tapes suivantes : 

20 a) on aiigne les sequences nucteotidiques de P. luminescens selon Tune des 
■ revendications 1 a 5, 9 et 10 ou contenues dans une banque genomique selon Tune 
des revendications 54 et 55, avec les s6quences genomiques de l'autre espfcce de 
bact6rie;et 

b) on traite les donnees obtenues par cet alignement pour isoler et identifier lesdites 
25 sequences uniquement pr6sentes dans Tun ou l'autre genome. 



